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NOUVEAUX AGENTS DE TRANSFERT D'ACIDES NUCLEIQUES. 
COMPOSITIONS LES CONTENANT ET LEURS UTILISATIONS 

La presente invention se rapporte a de nouveaux agents de transfert, les 
compositions les contenant et leurs utilisations pour le transfert in vitro, in vivo ou ex 
5 vivo d f acides nucleiques dans les cellules. 

Avec le developpement des biotechnologies, la possibility de transferer 
efficacement des acides nucleiques dans les cellules est devenue une technique de base 
avec de nombreuses applications biotechnologiques. II peut s'agir du transfert d'acides 
nucleiques dans des cellules in vitro , par exemple pour la production de proteines 

10 recombinantes, ou au laboratoire pour Petude de la regulation de l'expression des 
genes, le clonage de genes ou tout autre manipulation impliquant l'ADN. II peut 
egalement s'agir du transfert d'acides nucleiques dans des cellules in vivo 9 par exemple 
pour la realisation de vaccins, des etudes de marquage ou egalement des approches 
therapeutiques. II peut encore s'agir du tranfert de genes dans des cellules prelevees 

15 d'un organisme, en vue de leur readministration ulterieure, par exemple pour la 
creation d'animaux transgeniques. • 

Actuellement, le moyen le plus repandu pour transferer des genes dans des 
cellules est Tutilisation de vecteurs viraux. Mais ceux-ci n'etant pas completement 
denues de risques, plusieurs autres methodes basees sur l'emploi de vecteurs 
20 synthetiques ont ete proposees. Ces vecteurs synthetiques ont deux fonctions 
principales : complexer et compacter Tacide nucleique a transfecter, et promouvoir son 
passage a travers la membrane plasmique et eventuellement a travers les deux 
membranes nucleaires. 

Plusieurs families de vecteurs synthetiques ont ete developpees, comme par 
25 exemple les polymeres ou encore les vecteurs biochimiques (constitues d'une proteine 
cationique associee a un recepteur cellulaire), mais un progres important a surtout ete 
accompli en transfection non-virale avec le developpement des lipofectants, et plus 
particulierement des lipides cationiques. II a ainsi ete mis en evidence que les lipides 



cationiques, du fait de leur charge globale positive, interferaient spontanement avec 
l'ADN globalement negatif, formant des complexes nucleolipidiques capables de 
fusionner avec les membranes cellulaires, et permettaient ainsi la liberation 
intracellulaire de l'ADN. 

5 DifFerentes sortes de lipides cationiques ont ainsi ete synthetises : des lipides 

comportant un groupement ammonium quaternaire (par exemple le DOTMA, 
DOTAP, DMRIE, DLRIE...), des lipopolyamines comme par exemple le DOGS, le 
DC-Choi ou encore les lipopolyamines divulguees dans la demande de brevet 
WO 97/18185, des lipides associant a la fois un groupement ammonium quaternaire et 

10 une polyamine comme le DOSPA, ou encore des lipides comportant diverses autres 
entites cationiques, notamment des groupes amidinium (par exemple 1'ADPDE, 
ADODE ou les lipides de la demande de brevet WO 97/31935). En fait, la diversite 
structurelle des lipides cationiques reflete en partie Pobservation de la relation 
structure-activite. 

15 Toutefois, Temploi de ces vecteurs synthetiques pose encore de nombreuses 

difficultes, et leur efficacite reste a ameliorer. Notamment, il serait souhaitable de 
pouvoir disposer de vecteurs non-cationiques ou moins cationiques, et ce pour deux 
raisons principales. La premiere est que les complexes formes entre l'acide nucleique et 
les vecteurs de tfansfert, du fait de leur charge globale positive, ont tendance a 

20 s'accumuler dans le systeme vesiculoendothelial des cellules et provoquent ainsi une 
reponse inflammatoire. La seconde raison est une question d'amelioration de la 
biodisponibilite, c^st-a-dire la capacite des complexes a atteindre les cellules cibles a 
transfecter. En efFet, du fait de la charge globale positive des complexes formes, les 
proteines du plasma ont tendance a s'adsorber a leur surface, les complexes d'acides 

25 nucleiques ne peuvent done plus atteindre les cellules cibles, ce qui, par voie de 
consequence, entraine une diminution de TefEcacite de transfert par rapport a la 
quantite de complexes injectee. 



Par ailleurs, la formulation stable des vecteurs synthetique developpes jusqu'a 



Dans toute la suite, "rapport de charge" signifie le rapport des charges positives de 
Tagent de transfert sur les charges negatives de TADN. Ce rapport est souvent exprime 
en nmoles d'agent de transfert par jig d'ADN. 

Ce sont ces problemes que les nouveaux agents transfectants mis au point par 
la demanderesse, et qui font l'objet de la presente invention, se proposent de resoudre. 
En efFet, leur structure particuliere qui forme une ancre hydrophobe avec deux tetes 
hydrophiles, dont Tune au moins est un sucre, permet de diminuer la densite de charge 
de ces vecteurs par rapport aux lipides cationiques connus de Thomme du metier, car 
ces structures forment une sorte "d'ecran de charges". La biodisponibilite des 
complexes formes avec les acides nucleiques est en consequence amelioree, car cela 
entraine une diminution de l'adsorption des proteines plasmatiques a leur surface. De 
plus, le fait de "masquer" les charges represente une amelioration importante sur le 
plan de la toxicite. Enfin, les agents transfectants de la presente invention sont 
particulierement avantageux d'un point de vue physico-chimique. En effet, la 
demanderesse a mis en evidence, de fagon tout a fait surprenante et inattendue, que les 
agents de transfert selon Tinvention sont particulierement stables lorsqu'ils sont mis en 
contact avec des acides nucleiques a de faibles rapports de charge. 

Ainsi, un premier objet de ^invention concerne de nouveaux agents de transfert 
d'acides nucleiques qui comportent une partie hydrophobe liee a au moins deux parties 
hydrophiles dont Tune au moins est un sucre. 

Plus particulierement, les agents de transfert selon Tinvention sont represents 
par la formule generale (I) : 



aujourd'hui a de faibles rapports de charges est en general difficile, voire impossible. 




(CZ 2 ) y — Y 



(I) 



pour laquelle : 

- R represente un polycation, 

- Z represente un atome d'hydrogene ou un atome de fluor, les differents Z etant 
independant les uns des autres, 

5 - x et y, independamment Tun de l'autre, representent un entier compris entre 10 et 22 
inclus, et 

- X et Y, independamment Tun de l'autre, representent un atome d'hydrogene, un 
groupement OAlk, Alk representant un alkyle droit ou ramifie contenant 1 a 4 atomes 
de carbone, un groupement amino, un sucre, un peptide, un oligonucleotide ou un 

10 marqueur, 

Tun au moins des substituants X et Y etant un sucre. 

On entend au sens de l'invention par "sucre", toute molecule de mono-, oligo- 
ou polysaccharide qui interragit avec des recepteurs cellulaires, comme par exemple 
les lectines de type S, et de fa?on generate tout recepteur cellulaire connu de l'homme 

15 du metier [The lectins , Properties, Functions and Applications in Biology and 
Medecine, I.E. Liener et al., Academic Press, N.Y. 1986; Irwin J. Goldstein et al., 
Adv. in Carbohydr. Chem. Biochem., 35 (1978, pp 127-340]. On peut citer a titre 
d'exemple les sucres suivants : les pyranoses et les furanoses, par exemple le glucose, 
le mannose, le rhamnose, le galactose, le fructose, ou encore le maltose, le lactose, le 

20 saccharose, le sucrose, le fucose, le cellobiose, l'allose, le laminarabiose, le 
gentiobiose, le sophorose, le melibiose etc... De preference, le ou les sucres sont 
choisis parmi le glucose, le mannose, le rhamnose, le galactose, le fructose, le lactose, 
le saccharose et le cellobiose. De plus, il peut egalement s'agir de sucres dits 
"complexes", c'est-a-dire de plusieurs sucres couples covalemment les uns aux autres, 

25 chaque sucre etant de preference choisi dans la liste citee precedemment. 

On entend au sens de Tinvention par "oligonucleotide" des chaines contenant 
un ou plusieurs nucleotides, desoxynucleotides, ribonucleotides et/ou 
desoxyribonucleotides qui sont des unites monomeriques se differencial les unes des 
autres par la presence de bases qui peuvent etre choisies parmi Tadenine, la guanine, la 



cytosine, la thymidine ou 1'uracile [voir Lehninger Biochimie, Flarnmarion Medecine 
Sciences, 2nde edition, p. 305-329]. 

Du fait de leur propriete a former des paires de base, les oligonucleotides sont 
largernent utilises en biologie moleculaire, par exemple comme linkers, comme sondes, 
ou encore pour former des construction avec de l'ADN. 

Par ailleurs, les oligonucleotides peuvent aussi etre utilises sous forme de conjugues, 
c'est-a-dire couples a une ou plusieurs autres molecules ayant des proprietes distinctes. 
A titre d'exemple, on peut citer le couplage d ! un oligonucleotide avec un groupe 
chimique reactif, avec des groupes fluorescents ou chimioluminescents, ou encore avec 
des groupes susceptibles de favoriser les interractions intermoleculaires de fa$on a 
promouvoir Tentree dans les cellules. De tels conjugues, decrits dans Bioconjugate 
Chemistry [John Goodchild, Conjugates of Oligonucleotides and Modified 
Oligonucleotides : a Review of their Synthesis and properties, Vol. 1, N°3, 1990, pp. 
165-187], possedent de nombreuses utilisations et avantages comme par exemple la 
capacite d'ameliorer Tentree de complexes dans les cellules, de diminuer le taux de 
degradation par les nucleases, d'augmenter la stabilite du complexe concerne, de suivre 
le devenir des oligonucleotides dans un organisme etc... 

Les oligonucleotides peuvent etre obtenus selon les methodes classiques connues de 
l'homme du metier, et il est egalernent possible de synthetiser des oligonucleotides 
modifies selon les methodes decrites dans Bioconjugate Chemistry, John Goodchild, 
Conjugates of Oligomtcleotides and Modified Oligonucleotides : a Review of their 
Synthesis and properties, Vol. 1, N°3, 1990, pp. 165-187 ou dans Tetrahedron, 
Beaucage et al., The Synthesis of Modified Oligonucleotides by the Phosphoramiditeb 
Approach and Their Application, Vol. 49, N° 28, pp. 6123-6194, 1993. 

On entend au sens de Tinvention par "peptide" des chalnes contenant un ou 
plusieurs acides amines lies entre eux par des liaisons de nature peptidique [Lehninger 
Biochimie, Flarnmarion Medecine Sciences, 2nde edition], II peut s'agir des 20 acides 
amines "classiques", c'est-a-dire ceux trouves couramment dans la composition des 
proteines (Alamine, Valine, Leucine, Isoleucine, Proline, Phenylalanine, Tryptophane, 



Methionine, Acide Aspartique, Glutamine, Lysine, Arginine, Histidine, Glycine, Serine, 
Threonine, Cysteine, Tyrosine, Asparagine, Acide Glutamique), ou bien il peut aussi 
s'agir des acides amines dits "rares" comme par exemple la 4-hydroxyproline, la 
desmosine, la 5-hydroxylysine, la N-methyllysine, la 3-methylhistidine, I'isodesmosine 
etc... Enfin, il peut egalement s ! agir des acides amines apparaissant dans differentes 
cellules ou divers tissus sous forme libre ou combinee et qui derivent en general des 
acides a-amines (par exemple la p-alamine, l'acide y-aminobutyrique, 1'homocysteine, 
l'ornithine, la canavanine, l'acide djenkalique, la p-cyanoalamine etc.). 
Les peptides selon l'invention peuvent en outre etre substitues au niveau de un ou 
plusieurs de leurs groupes fonctionnels, au niveau du carboxyle en a, de la fonction 
amine en a et/ou au niveau des groupes fonctionnels de la chame laterale de chacun 
des acides amines. A titre d'exemple, on peut citer les substitutions par des 
groupements aliphatiques satures ou insatures, lineaires, ramifies ou cycliques 
contenant 1 a 24 atomes de carbone, tels que par exemple des radicaux cholesteryle, 
arachidonyle ou retinoyle, ou encore des groupements mono- ou polyaromatiques tels 
que par exemple des derives benzyloxycarbonyle, benzylester ou rhodaminyle 
substitues ou non. L'interet de telles substitutions s'inscrit dans le cadre de 
modification des proprietes chimiques et eventuellement biologiques desdits peptides, 
par exemple afin de les marquer. 

On entend au sens de l'invention par "marqueur" tout agent permettant 
Tidentification, par exemple par des techniques d'analyse comme la spectrometrie de 
fluorescence, la spectrometrie infrarouge, la resonnance magnetique nucleaire (RMN) 
etc., de type biotine, rhodamine, folate... Cet agent marqueur peut egalement etre une 
sequence peptidique ou pseudopeptidique linaire ou cyclique comportant Tepitope 
Arg-Gly-Asp (Arginine-Glycine-Acide Aspartique) de reconnaissance des recepteurs 
primaires et/ou secondares des proteines d*adhesion du type integrines. 

Au sens de Tinvention, le polycation R est une molecule hydrophile lineaire ou 
ramifiee polycationique susceptible de s f associer avec l'acide nucleique, qui est 
polyanionique. On entend au sens de Tinvention par association avec Tacide nucleique, 



tout type de liaisons comme par exemple les liaisons covalentes, les interactions 
electrostatiques, ioniques, les ponts hydrogene etc... Par exemple, le polycation R peut 
etre une molecule polycationique telle que definie dans les demandes de brevet 
WO 96/17823, WO 97/18185, WO 97/31935, PCT/FR98/01041, et plus generalement 
dans toute la litterature concernant des structures de lipides cationiques connue de 
rhomme du metier. Selon un aspect prefere de 1'invention, R represente une polyamine 
de formule generale (II) : 




dans laquelle : 

- Ri, R 2 et R3 representent independamment les uns des autres un atome d'hydrogene 
ou un groupement (CI^qNR'R" avec q un nombre entier pouvant varier entre 1, 2, 3, 
4, 5 et 6 inclus, ceci de maniere independante entre les difierents groupements R 1? R 2 
etR 3 , 

- R 1 et R" representent independamment Tun de Fautre un atome d'hydrogene ou un 
groupement (CH 2 ) q NH2 avec q defini comme precedemment, et 

- m, n et p representent independamment les uns des autres un nombre entier pouvant 
varier entre 0, 1, 2, 3, 4, 5 et 6 inclus, avec lorsque n est superieur a 1, m pouvant 
prendre des valeurs differentes et R3 des significations differentes au sein de la formule 
generale (II). 

Preferentiellement, R represente une spermine ou une spermidine. 

Une variante avantageuse de Tinvention comprend les agents de transfert de 
l'invention sont definis par la formule generale (I) pour laquelle Y represente un atome 
d'hydrogene, et X represente un sucre tel que defini precedemment. 

Un autre variante encore plus avantageuse de l'invention comprend les agents 
de transfert de formule generale (I) pour laquelle Y represente un atome d'hydrogene, 
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X represente un sucre, et R represente un polycation de formule generale (II) telle que 
definie precedernment. 

Les termes x et y sont definis dans la formule generale (I) de fa9on a prendre 
toute valeur comprise entre 10 et 22 inclus. De preference, x et y, independamment 
l'un de Tautre, sont compris entre 12 et 18 inclus. Plus preferentiellement, x et y valent, 
independamment l'un de l'autre, 14, 15, 16, 17 ou 18. 

II est entendu que la presente invention concerne egalement les isomeres des 
produits de formule generale (I) lorsqu'ils existent, ainsi que leurs melanges, ou leurs 
sels. 

Notamment, les composes de Tinvention peuvent se presenter sous forme de 
sels non toxiques et pharmaceutiquement acceptables. Ces sels non toxiques 
comprennent les sels avec les acides mineraux (par exemple 1'acide chlorhydrique, 
sulfurique, bromhydrique, phosphorique, nitrique), avec les acides organiques (acide 
acetique, propionique, succinique, maleique, hydroxymaleique, benzoique, fumarique, 
methanesulfonique ou oxalique), avec les bases minerales (soude, potasse, lithine, 
chaux), ou avec les bases organiques (amines tertiaires comme la triethylamine, la 
piperidine, la benzylamine). 

Selon Tinvention, la preparation des produits de formule generale (I) s'effectue 
en mettant en oeuvre les etapes suivantes : 

1) On prepare dans un premier temps une chaine alkyle a x atomes de carbone 
(x etant defini comme precedernment dans la formule generale (I)), comportant une 
fonction hydroxy et une fonction ester, par ouverture d'une lactone correspondante. La 
reaction s'effectue generalement dans un alcool, a pH basique et a une temperature 
comprise entre -10°C et la temperature ambiante. A titre d'exemple, Valcool peut etre 
le methanol ou TethanoL 

2) Puis, on condense le sucre sur la chaine alkyle bifonctionnelle obtenue a 
Tetape precedents La condensation est avantageusement eflfectuee dans un solvant 
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chlore, comme par exemple le dichloromethane ou le chloroforme, et en presence d'un 
acide de Lewis, a temperature comprise entre -5°C et 10°C. L'acide de lewis peut par 
exemple etre choisi parmi le chlorure d'etain, le chlorure de fer, l'acide p-toluene 
sulfonique (tsOH), le trimethylsillyltrifluoromethane sulfonique (TMStf), le trifluorure 
de bore etherate etc...[Kazunobu Toshima et al., Recent Progress in O-glcosilation 
Methods and its Application to Natural Products Synthesis, Chem. Rev. 1993, Vol. 
93, pp. 1503-1531]. 

3) Dans un troisieme temps, la fonction ester presente sur la chaine 
bifonctionnelle est hydrolysee en fonction acide selon les methodes connues. 
Notamment, on opere en milieu basique dans un alcool a haut point d'ebullition, a 
temperature comprise entre 50°C et la temperature de reflux du melange reactionnel. 

4) Puis, une chaine alkylamine de formule generale (HI) : 

H 2 N-(CH 2 ) y -Y (III) 

dans laquelle y et Y sont definis comme precedemment dans la formule generale (I), 
est couplee au compose obtenu a Tetape precedente, selon les methodes de couplage 
peptidique classiques (Bodanski M., Principles and Practices of Peptides Synthesis, 
Ed. Springe- Verlag) ou par toute methode analogue connue de Thomme du metier. 
Notamment, la reaction s'effectue generalement en presence d ! une base non- 
nucleophile dans des solvants aprotiques convenables, a temperature comprise entre 0 
et 100°C, le pH etant ajuste entre 9 et 1 1 . 

A titre d'exemple, le chloroforme, la dimethylformamide, la methylpyrrolidone, 
l'acetonitrile, le dichloromethane, le toluene ou le benzene peuvent etre utilises comme 
solvant. 

Les bases non-nucleophiles employees sont preferentiellement des amines tertiaires, du 
carbonate de calcium ou du dicarbonate de sodium. Encore plus preferentiellement, les 
bases utilisees sont des amines tertiaires comme par exemple la triethylamine (TEA) ou 
le N-ethyldiisopropylamine. 



10 



10 



15 



20 



25 



Avantageusement, le couplage peptidique est effectue entre 0 et 50°C, et de 
preference entre 10 et 30°C. 

5) L'amide obtenue a Tetape precedente est ensuite reduite en amine. On opere 
pour cela selon les methodes classiques connues de Thomme du metier. Par exemple, 
on opere dans un solvant organique anhydre comme le tetrahydrofuranne anhydre, par 
action d'hydrure de lithium aluminium LLAIH4. D'autres agents reducteurs pouvant etre 
utilises sont par exemple le borane, le borane dans le dimethylsulfure (BH 3 -SMe2), le 
borohydrure de sodium/tetrachlorure de titane (NaBHi, TiCl 4 ), le chlorure d'oxyde de 
phosphore sur Zinc (POCl 3 /Zn), le pentasulfure de phosphore (P4S10) sur nickel de 
Raney, etc... [Richard C. Larock, Comprehensive Organic Transformations, VCH 
Publishers Inc., 1989]. On peut egalement operer par hydrogenation catalytique. 
Avantageusement, la reduction est efFectuee par action d'hydrure de lithium aluminium 
LiAfflU, dans du tetrahydrofuranne anhydre, a temperature de reflux du melange. 
On obtient ainsi un compose de formule generale (IV) : 

HN (IV) 



(Clt,)- 



pour laquelle X, Y, x et y sont definis comme precedemment. 

6) Enfin, dans une derniere etape, le derive acide correspondant au polycation 
R tel que defini precedemment, est couple au compose de formule generale (IV) 
obtenu a l'etape precedente, selon les methodes de couplage peptidique classiques 
(Bodanski M, Principles and Practices of Peptides Synthesis, Ed. Springe- Verlag) ou 
par toute methode analogue connue de Thomme du metier. 

Notamment, la reaction s ! effectue generalement en presence d'une base non- 
nucleophile dans des solvants aprotiques convenables, a temperature comprise entre 0 
et 100°C, le pH etant ajuste entre 9 et 1 1. 

A titre d'exemple, le chloroforme, la dimethylformamide, la methylpyrrolidone, 
Tacetonitrile, le dichloromethane, le toluene ou le benzene peuvent etre utilises comme 
solvant. 
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Les bases non-nucleophiles employees sont preferentiellement des amines tertiaires, du 
carbonate de calcium ou du dicarbonate de sodium. Encore plus preferentiellement, les 
bases utilisees sont des amines tertiaires comme par exemple la triethylamine (TEA) ou 
le N-ethyldiisopropylamine. 
5 Avantageusement, le couplage peptidique est effectue entre 0 et 50°C, et de 
preference entre 10 et 30°C. 

Les derives acides correspondant au polycation sont disponibles commercialement. 

Naturellement, lorsque les substituants du sucre et/ou du polycation peuvent 
interferer avec la reaction, il est preferable de les proteger prealablement avec des 

10 radicaux compatibles et pouvant etre mis en place et elimines sans toucher au reste de 
la molecule. On opere pour cela selon les methodes classiques connues de l'homme du 
metier, et notamment selon les methodes decrites dans T.W. GREENE, Protective 
Groups in Organic Synthesis, 2nd Edition, Wiley-Interscience, dans McOMEE, 
Protective Groups in Organic Chemistry, Plenum Press (1973), ou dans Philip J 

1 5 Kocienski, Protecting Groups, Thieme. 

Par ailleurs, chaque etape du procede de preparation peut etre suivie, le cas 
echeant, des etapes de separation et de purification du compose obtenu selon les 
methodes connues de l'homme du metier. 

A titre d'exemple illusratif d'agents de transfert d'acides nucleiques avantageux 
20 selon l'invention, on peut citer les composes suivants : 



Compose 1 



^ o cr (Ci5H3o) ^n 

OH 



O 
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Compose 2 




0 /(C 13 H 3 oK n 



HO 1 



OH 



Un autre objet de l'invention concerne les compositions comprenant un agent 
de transfer! d'acides nucleiques tel que defini ci-avant, et un acide nucleique. Les 
5 quantites respectives de chaque composant peut etre ajuste aisement par I'homme du 
metier en fonction de l'agent de transfert utilise, de l'acide nucleique, et des 
applications recherchees (notamment du type de cellules a transfecter). 

On entend au sens de l'invention par "acide nucleique" aussi bien un acide 
desoxyribonucleique qu'un acide ribonucleique. II peut s'agir de sequences naturelles 

10 ou artificielles, et notamment d'ADN genomique (ADNg), d'ADN complementaire 
(ADNc), d'ARN messager (ARNm), d'ARN de transfert (ARNt), d'ARN ribosomique 
(ARNr), de sequences hybrides ou de sequences synthetiques ou semi-synthetiques, 
d'oligonucleotides modifies ou non. Ces acides nucleiques peuvent etre d'origine 
humaine, animate, vegetale, bacterienne, virale, etc... lis peuvent etre obtenus par toute 

15 technique connue de Thomme du metier, et notamment par criblage de banques, par 
synthese chimique, ou encore par des methodes mixtes incluant la modification 
chimique ou enzymatique de sequences obtenues par criblage de banques. lis peuvent 
etre modifies chimiquement. 



20 etre simple ou double brin de meme que des oligonuleotides courts ou des sequences 
plus longues. En particulier, les acides nucleiques sont avantageusement constitues par 
des plasmides, des vecteurs, des episomes, des cassettes d'expression, etc... Ces acides 
desoxyribonucleiques peuvent porter une origine de replication fonctionnelle ou non 
dans la cellule cible, un ou plusieurs genes marqueurs, des sequences regulatrices de la 

25 transcription ou de la replication, des genes d'interet therapeutique, des sequences 



Concernant plus particulierement les acides desoxyribonucleiques, ils peuvent 



13 

antisens modifiees ou non, des regions de liaison a d'autres composants cellulaires, 
etc... 

De preference, l'acide nucleique comprend un ou plusieurs genes d'interet 
therapeutique sous controle de sequences de regulation, par exemple un ou plusieurs 
promoteurs et un terrninateur transcriptionnel actifs dans les cellules cibles. 

Au sens de 1'invention, on entend par gene d'interet therapeutique notamment 
tout gene codant pour un produit proteique ayant un effet therapeutique. Le produit 
proteique ainsi code peut etre notamment une proteine ou un peptide. Ce produit 
proteique peut etre exogene homologue ou endogene vis-a-vis de la cellule cible, c'est- 
a-dire un produit qui est normalement exprime dans la cellule cible lorsque celle-ci ne 
presente aucune pathologie. Dans ce cas, l'expression d'une proteine permet par 
exemple de pallier une expression insuffisante dans la cellule ou l'expression d'une 
proteine inactive ou faiblement active en raison d'une modification, ou encore de 
surexprimer ladite proteine. Le gene d'interet therapeutique peut aussi coder pour un 
mutant d'une proteine cellulaire, ayant une stabilite accrue, une activite modifiee, etc... 
Le produit proteique peut egalement etre heterologue vis-a-vis de la cellule cible. Dans 
ce cas, une proteine exprimee peut par exemple completer ou apporter une activite 
deficiente dans la cellule, lui permettant de lutter contre une pathologie, ou stimuler 
une reponse immunitaire. 

Panni les produits therapeutiques au sens de la presente invention, on peut 
citer plus particulierement les enzymes, les derives sanguins, les hormones, les 
lymphokines : interleukines, interferons, TNF, etc... (FR 92/03120), les facteurs de 
croissance, les neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synthese, les 
facteurs trophiques (BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NT3, NTS, 
HARP/pleiotrophine, etc..) les apolipoproteines (ApoAI, ApoATV, ApoE, etc., FR 
93/05125), la dystrophine ou une minidystrophine (FR 91/11947), la proteine CFTR 
associee a la mucoviscidose, les genes suppresseurs de tumeurs (p53, Rb, RaplA, 
DCC, k-rev, etc., FR 93/04745), les genes codant pour des facteurs impliques dans la 
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coagulation (Facteurs VII, VIII, IX), les genes intervenant dans la reparation de 
l'ADN, les genes suicides (thymidine kinase, cytosine deaminase), les genes de 
rhemoglobine ou d'autres transporteurs proteiques, les enzymes du metabolisme, 
catabolisme etc... 

Uacide nucleique d'interet therapeutique peut egalement etre un gene ou une 
sequence antisens, dont l'expression dans la cellule cible permet de controler 
l'expression de genes ou la transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences 
peuvent, par exemple, etre transcrites dans la cellule cible en ARN complementaires 
d'ARNm cellulaires et bloquer ainsi leur traduction en proteine, selon la technique 
decrite dans le brevet EP 140 308. Les genes therapeutiques comprenent egalement les 
sequences codant pour des ribozymes, qui sont capables de detruire selectivement des 
ARNcibles(EP321 201). 

Cornme indique plus haut, Pacide nucleique peut egalement comporter un ou 
plusieurs genes codant pour un peptide antigenique, capable de generer chez Thomme 
ou 1'animal une reponse immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en oeuvre, 
Finvention permet la realisation soit de vaccins soit de traitements 
immunotherapeutiques appliques a Thomme ou a 1'animal, notamment contre des 
microorganismes, des virus ou des cancers. II peut s'agir notamment de peptides 
antigeniques specifiques du virus d*Epstein Barr, du virus HIV, du virus de Thepatite B 
(EP 185 573), du virus de la pseudo-rage, du "syncitia forming virus", d'autres virus 
ou encore de peptides antigeniques specifiques de tumeurs (EP 259 212). 

Preferentiellement, l'acide nucleique comprend egalement des sequences 
permettant Texpression du gene d'interet therapeutique et/ou du gene codant pour le 
peptide antigenique dans la cellule ou Torgane desire. II peut s'agir des sequences qui 
sont naturellement responsables de Texpression du gene considere lorsque ces 
sequences sont susceptibles de fonctionner dans la cellule infectee. II peut egalement 
s'agir de sequences d ! origine differente (responsables de Fexpression d'autres proteines, 
ou meme synthetiques). Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices de genes 
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eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
genome de la cellule que Ton desire infecter. De meme, il peut s'agir de sequences 
promotrices issues du genome d'un virus. A cet egard, on peut citer par exemple les 
promoteurs des genes El A, MLP, CMV, RSV, etc... En outre, ces sequences 
d'expression peuvent etre modifiees par addition de sequences d'activation, de 
regulation, etc... H peut aussi s'agir de promoteur, inductible ou repressible. 

Par ailleurs, Tacide nucleique peut egalement comporter, en particulier en 
amont du gene d'interet therapeutique, une sequence signal dirigeant le produit 
therapeutique synthetise dans les voies de secretion de la cellule cible. Cette sequence 
signal peut etre la sequence signal naturelle du produit therapeutique, mais il peut 
egalement s'agir de toute autre sequence signal fonctionnelle, ou d'une sequence signal 
artificielle. L'acide nucleique peut egalement comporter une sequence signal dirigeant 
le produit therapeutique synthetise vers un compartiment particulier de la cellule. 

Les compositions selon Tinvention peuvent en outre comporter un ou 
plusieurs adjuvants capables de s f associer aux complexes agent de transfert/acide 
nucleique et d'en ameliorer le pouvoir transfectant. Dans un autre mode de mise en 
oeuvre, la presente invention conceme done des compositions comprenant un acide 
nucleique, un agent de transfert d'acides nucleiques tel que defini ci-avant et au moins 
un adjuvant capable de s'associer aux complexes agent de transfert/acide nucleique et 
d'en ameliorer le pouvoir transfectant. La presence de ce type d'adjuvant (lipides, 
peptides ou proteines par exemple) peut permettre avantageusement d'augmenter le 
pouvoir transfectant des composes. Dans cette optique, les compositions de Tinvention 
peuvent comprendre a titre d'adjuvant, un ou plusieurs lipides neutres. 

Plus preferentiellement, les lipides neutres utilises dans le cadre de la presente 
invention sont des lipides a deux chaines grasses. De maniere particulierement 
avantageuse, on utilise des lipides naturels ou synthetiques, zwitterioniques ou 
depourvus de charge ionique dans les conditions physiologiques. II peuvent etre 
choisis plus particulierement parmi la dioleoylphosphatidylethanolamine (DOPE), 
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Toleoylpalmitoylphosphatidylethanolamine (POPE), les distearoyl, -palmitoyl, 
-mirystoylphosphatidylethanolamines ainsi que leurs derive N-methyles 1 a 3 fois, les 
phosphatidylglycerols, les diacylglycerols, les glycosyldiacylglycerols, les cerebrosides 
(tels que notamment les galactocerebrosides), les sphingolipides (tels que notamment 
les sphingomyelins) ou encore les asialogangliosides (tels que notamment les 
asialoGMl et GM2). 

Ces differents lipides peuvent etre obtenus soit par synthese, soit par 
extraction a partir d'organes (exemple : le cerveau) ou d'oeufs, par des techniques 
classiques bien connues de Thomme du metier. En particulier, Textraction des lipides 
naturels peut etre realisee au moyen de solvants organiques (voir egalement Lehninger, 
Biochemistry). 

Plus recemment, la demanderesse a demontre qu'il etait egalement 
particulierement avantageux d'employer a titre d'adjuvant, un compose intervenant ou 
non directement au niveau de la condensation dudit acide nucleique, tels que ceux 
decrits dans la demande de brevet WO 96/25508. La presence d'un tel compose, au 
sein d'une composition selon Tinvention, permet de diminuer la quantite d'agent 
transfectant, avec les consequences benefiques qui en decoulent sur le plan 
toxicologique, sans porter un prejudice quelconque a Tactivite transfectante. Par 
compose intervenant au niveau de la condensation de l'acide nucleique, on entend 
definir un compose compactant, directement ou non, Tacide nucleique. Plus 
precisement, ce compose peut soit agir directement au niveau de Tacide nucleique a 
transfecter soit intervenir au niveau d'un compose annexe qui lui est directement 
implique dans la condensation de cet acide nucleique. De preference, il agit 
directement au niveau de Tacide nucleique. Notamment, Tagent precompactant peut 
etre tout polycation, par exemple la polylysine. Selon un mode de realisation prefere, 
Tagent intervenant au niveau de la condensation de Tacide nucleique derive en tout ou 
partie d f une protamine, d'une histone, ou d'une nucleoline et/ou de Tun de leurs 
derives. Un tel agent peut egalement etre constitue, en tout ou partie, de motifs 
peptidiques (KTPKKAKKP) et/ou (ATPAKKAA), le nombre des motifs pouvant 
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varier entre 2 et 10. Dans la structure du compose selon l'invention, ces motifs peuvent 
etre repetes de maniere continue ou non. C'est ainsi qu'ils peuvent etre separes par des 
liens de nature biochimique, par exemple par un ou plusieurs acides amines, ou de 
nature chimique. 

Preferentiellement, les compositions de l'invention comprennent de 0,01 a 20 
equivalents d'adjuvant pour un equivalent d'acide nucleique en mol/mol et, plus 
preferentiellement, de 0,5 a 5. 

Dans un mode de realisation particulierement avantageux, les compositions 
selon la presente invention comprennent en outre un element de ciblage permettant 
d'orienter le transfert de Tacide nucleique. Cet element de ciblage peut etre un element 
de ciblage extracellulaire permettant d'orienter le transfert de l'ADN vers certains, 
types cellulaires ou certains tissus souhaites (cellules tumorales, cellules hepatiques, 
cellules hematopoietiques...). H peut egalement s'agir d'un element de ciblage 
intracellulaire permettant d'orienter le transfert de l'acide nucleique vers certains 
compartiments cellulaires privileges (mitochondries, noyau etc.). L'element de 
ciblage peut etre lie a I'agent de transfert d'acides nucleiques selon l'invention, ou 
egalement a l'acide nucleique comme cela a ete precise precedemment. Lorsque 
l'element de ciblage est lie a l'agent de transfert d'acides nucleiques de formule generale 
(I), celui-ci est de preference incorpore au niveau du substituant X ou Y. 

Parmi les elements de ciblage utilisables dans le cadre de l'invention, on peut 
citer les sucres, les peptides, les proteines, les oligonucleotides, les lipides, les 
neuromediateurs, les hormones, les vitarnines ou leurs derives. Preferentiellement, il 
s'agit de sucres, de peptides ou de proteines tels que des anticorps ou des fragments 
d'anticorps, des ligands de recepteurs cellulaires ou des fragments de ceux-ci, des 
recepteurs ou des fragments de recepteurs, etc... En particulier, il peut s'agir de ligands 
de recepteurs de facteurs de croissance, de recepteurs de cytokines, de recepteurs de 
type lectines cellulaires, ou de ligands a sequence RGD avec une affinite pour les 
recepteurs de proteines d'adhesion comme les integrines. On peut egalement citer les 
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recepteurs de la transferrine, des HDL et des LDL, ou le transporteur du folate. 
L'element de ciblage peut egalement etre un sucre permettant de cibler des lectines tels 
que les recepteurs aux asialoglycoproteines ou aux syalydes tel que le sialyl Lewis X, 
ou encore un fragment Fab d'anticorps, ou un anticorps simple chaine (ScFv). 

L'association des elements de ciblage aux complexes nucleolipidiques peut 
etre effectuee par toute technique connue de l'homme du metier, par exemple par 
couplage a une partie hydrophobe ou a une partie qui interagit avec Tacide nucleique 
de l'agent de transfert selon Tinvention, ou encore a un groupement qui interagit avec 
l'agent de transfert selon Tinvention ou avec 1'acide nucleique. Les interactions en 
question peuvent etre, selon un mode prefere, de nature ionique ou covalente. 

L'invention a egalement pour objet l'utilisation des composes tels que definis ci- 
avant pour le transfert de polynucleotides (et plus generalement de polyanions) dans 
les cellules in vitro, in vivo ou ex vivo. Plus precisement, la presente invention a pour 
objet l'utilisation des composes tels que definis ci-avant pour la preparation d'un 
medicament destine a traiter les maladies resultant d'une deficience en un produit 
proteique ou nucleique. Le polynucleotide contenu dans ledit medicament code ledit 
produit proteique ou nucleique, ou constitue ledit produit nucleique, apte a corriger 
lesdites maladies in vivo ou ex vivo. 

Pour des utilisations in vivo, par exemple en therapie ou pour l'etude de la 
regulation de genes ou la creation de modeles animaux de pathologies, les 
compositions selon Tinvention peuvent etre formulees en vue d'administrations par 
voie topique, cutanee, orale, rectale, vaginale, parenterale, intranasale, intraveineuse, 
intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, transdermique, intratracheale, 
intraperitoneale, etc... De preference, les compositions de Tinvention contiennent un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation injectable, notamment 
pour une injection directe au niveau de Torgane desire, ou pour une administration par 
voie topique (sur peau et/ou muqueuse). II peut s'agir en particulier de solutions 
steriles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par 
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addition selon le cas d f eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la 
constitution de solutes injectables. Les doses decides nucleiques utilisees pour 
Hnjection ainsi que le nombre d'administrations peuvent etre adaptees en fonction de 
differents parametres, et notamment en fonction du mode d'administration utilise, de la 
pathologie concernee, du gene a exprimer, ou encore de la duree du traitement 
recherchee. En ce qui concerne plus particulierement le mode d'administration, il peut 
s'agir soit d'une injection directe dans les tissus, par exemple au niveau des tumeurs, ou 
dans les voies circulatoires, soit d f un traitement de cellules en culture suivi de leur 
reimplantation in vivo, par injection ou greffe. Les tissus concernes dans le cadre de la 
presente invention sont par exemple les muscles, la peau, le cerveau, les poumons, le 
foie, la rate, la moelle osseuse, le thymus, le coeur, la lymphe, le sang, les os, les 
cartilages, le pancreas, les reins, la vessie, l'estomac, les intestins, les testicules, les 
ovaires, le rectum, le systeme nerveux, les yeux, les glandes, les tissus conjonctifs, 
etc... 

L'invention concerne en outre une methode de transfert d'acides nucleiques 
dans les cellules comprenant les etapes suivantes : 

(1) la mise en contact de l'acide nucleique avec un agent de transfert tel que defini ci- 
avant, pour former un complexe, et 

(2) la mise en contact des cellules avec le co.nplexe forme en (1). 

La mise en contact des cellules avec le complexe peut etre realisee par 
incubation des cellules avec ledit complexe (pour des utilisations in vitro ou ex vivo), 
ou par injection du complexe dans un organisme (pour des utilisations in vivo). 
L'incubation est realisee de preference en presence de par exemple de 0,01 a 1000 ng 
d'acide nucleique pour 10 6 cellules. Pour une administration in vivo, des doses d'acide 
nucleique allant de 0,01 a 10 mg peuvent par exemple etre utilisees. 

Dans le cas ou les compositions de l'invention contiennent en outre un ou 
plusieurs adjuvants tels que definis precedemment, le ou les adjuvants sont 
prealablement melanges a Pagent de transfert selon Finvention et/ou a Tacide nucleique. 
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La presente invention fournit ainsi une methode particulierement avantageuse 
pour le transfer! d'acides nucleiques in vivo, notamment pour le traitement de 
maladies, comprenant 1'administration in vivo ou in vitro d'un acide nucleique codant 
pour une proteine ou pouvant etre transcrit en un acide nucleique apte a corriger ladite 
5 maladie, ledit acide nucleique etant associe a un compose de formule generale (I) dans 
les conditions definies ci-avant. 

Les agents de transfert d'acides nucleiques de l'invention sont particulierement 
utilisables pour le transfert d'acides nucleiques dans des cellules primaires ou dans des 
lignees etablies. II peut s f agir de cellules fibroblastiques, musculaires, nerveuses 
10 (neurones, astrocytes, cellules gliales), hepatiques, hematopoietiques (lymphocytes, 
CD34, dendritiques, etc.), epitheliales etc., sous forme differenciees ou pluripotentes 
(precurseurs). 

Outre les dispositions qui precedent, la presente invention comprend 
egalement d'autres caracteristiques et avantages qui ressortiront des exemples et figures 

1 5 qui suivent, et qui doivent etre consideres comme illustrant Tinvention sans en limiter la 
portee. Notamment, la demanderesse propose a titre non-limitatif divers protocoles 
operatoires ainsi que des intermediates reactionnels susceptibles d'etre mis en oeuvre 
pour preparer les agents de transfert de formule generale (I). Bien entendu, il est a la 
portee de Thomme du metier de s'inspirer de ces protocoles ou produits intermediaires 

20 pour mettre au point des procedes analogues en vue de conduire a ces memes 
composes. II appartient egalement a Thomme du metier de s'inspirer des procedes de 
synthese decrits dans les difFerentes demandes de brevet precedemment citee pour la 
synthese du polycation R compris dans la formule generale (I) (WO 96/17823, WO 
97/18185, WO 97/31935 ...). 

25 FIGURES 



Figure 1 : Representation schematique du plasmide pXL2774 utilise dans les 
experiences de transfert d'ADN dans les cellules. 
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Figure 2 : Activite de transfert de gene in vitro dans des cellules HeLa des complexes 
formes a partir du compose 2 selon l'invention sans co-lipide, ou bien en presence de 
cholesterol et en presence de DOPE comme co-lipides. L'axe des ordonnees represente 
l'expression de la luciferase en pg/puit. L'axe des absisses indique le rapport lipide/ADN 
5 en nmole/^g d'ADN. 

Figure 3 : Activite de transfert de gene in vivo apres injection directe dans le muscle 
anterieur du tibias de souris de complexes formes a partir du compose 2 selon la 
presente invention en presence de DOPE (1:1). L'axe des ordonnees indique 
l'expression de la luciferase en pg/muscle. L'axe des absisses indique le rapport 
1 0 compose 2/ADN en nmoles/^ig d f ADN. 

EXEMPLES 



Materiel et mithodes 
a) Materiel 

• Les polyamines de depart, comme la spermidine, la spermine, le tris-(2- 
15 aminoethyle)amine, la phenylenediamine, les diaminoalcane etc., sont disponibles 

commercialement ou elles peuvent etre synthetisee par des methodes classiques (par 
exemple par cyanoethylation d'amines disponibles dans le commerce pour obtenir 
des amines branchees) r 

• de nombreux composes comme par exemple la triethylamine, Thexafluorophosphate 
20 de benzotriazol-1 -yloxytris(dimethylamino)phosphonium (BOP), le cWoroformate de 

benzyle, le 1 1-bromoundecanol, etc... sont egalement des produits commerciaux. 

• L'amberlite IR 120 est une resine echangeuse d'ions commerciale (catalogue BDH). 

• Le dimethylsulfoxyde (DMSO), traite prealablement a Thydroxyde de potassium, a 
ete distille sur hydrure de calcium puis stocke sur tamis moleculaire 4 A. 

25 • Le dichloromethane a ete distille sur le pentoxyde de phosphore puis stocke sur 
tamis moleculaire 4 A. 

• Le tetrahydrofiiranne (THF) a ete distille sur sodium en presence de benzophenone. 
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• Pour les reactions necessitant des conditions anhydre, toute la verrerie est sechee a 
la flamme sous courant d'azote. 

b) Methodes 

- Analyses spectroscopiques 
Les spectres de resonnance magnetique nucleaire (RMN) ont ete enregistres sur un 
spectrometre Brucker MSL 30 a la frequence de 300 MHz pour le proton et 75 MHz 
pour le carbone. Tous les deplacements chimiques sont reportes en ppm par rapport a 
la frequence du tetramethylsilane (TMS). Les spectres ont ete enregistres en utilisant 
soit le TMS soit le signal residuel du solvant comme reference interne. La multiplicity 
des signaux est designee par les abbreviations suivantes : s (singulet), d (doublet), t 
(triplet), q (quadruplet) et m (multiplet). 

- Techniques de chromatographic 

• La cinetique des reactions a ete suivie par chromatographic sur couche mince 
(CCM) avec un gel de silice contenant un indicateur fluorescent (Merck Slilicagel 60 

15 F254) comme support. Les chromatogrammes ont ete reveles par pulverisation d'une 
solution alcoolique d'anisaldehyde. 

• Toutes les chromatographies sur colonne ont ete realisees sous pression d'air 
comprime avec du silicagel 60 comme phase stationnaire (0,05-0,02 mm). La phase 
mobile employee differe selon le type de synthese (chromatographic moyenne 
pression). 

• Les analyses CLHP (Chromatographic Liquide Haute Performance) sont realisees 
sur un appareil Waters LC 4000 equipe d'une colonne analytique de type C4 
commercialisee par Applied Biosystem ("Brownlee Columns" en acier inoxydable de 
3 cm de longueur et 0,46 cm de diametre) et d'un detecteur "Waters 486" a 220 nm. 

25 La phase stationnaire est de Taquapore butyl 7 microns, et les phases mobiles sont 
Teau dernineralisee (2500 cm 3 ) ou racetonitrile (2500 cm 3 ) additionne d'acide 
trifluoroacetique (2,5 cm 3 ). Le debit est de 1 ml par minute. 
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A\ SYNTHESE PES AGENTS DE TRANSFECTION 

Exemple 1 : synthese du V'l-(3'[4-(3'amino-propyUaminoybutyUandno]^ 
methylene-carbamoyl)-! 5-pentadecanyl-16-octadecyl]—fi-D-mannopyrannose 
(Compose 1) 

5 a) Synthese du l-ol pentadecanoate de methyle 

A 10 g de pentadecalactone (41,60 mmol) dans 41,60 cm 3 de methanol, on ajoute 
6,66 cm 3 de methylate de sodium 2N (13,3 1 mmol) a 0°C. 

Apres 9 heures, on ajoute 9,24 cm 3 d* acide acetique et on laisse agir pendant 
15 minutes. Puis on evapore la solution sous vide a sec, on reprend ensuite par du 
10 dichloromethane, et on effectue un lavage au bicarbonate de sodium. On seche la 
phase organique obtenue par du sulfate de magnesium et on evapore le solvant au 
rotavapor. La purification se fait dans un melange hexane/acetate d'ethyle 6:4. On 
obtient le 1-ol-pentadecanoate de methyle avec un rendement de 80 %. 

lH RMN (CDCb) : 5 (ppm) 1,26 (m, 12H, (CH 2 )i 0 ), 1,5-1,6 (m, 4H, H-2 et H-13), 
15 2,30 (t, 2H, J= 7.60 Hz, H-14), 3,64 (t, 1H, J= 5,84 Hz, H-l), 3,67 (s, 3H, H-16). 

b) Synthese du r-fpentadecan-15-oate de methvn-Z^^'^^^^tetra-O-acetvl-B-P- 
mannopyrannose 

A 0°C, on ajoute 5,26 cm 3 de chlorure d f etain (44,94 mmol) a 8,72 g de mannose 
peracetyle (22,47 mmol) dans 56 cm 3 de dichloromethane pendant 30 minutes. Puis on 

20 ajoute 7,34 g de l-ol pentadecanoate de methyle precedemment obtenu en a) 
(26,96 mmol). Apres 2 heures, le melange reactionnel est dilue par de Tether ethylique 
et on verse dans une solution d'hydrogenophosphate de sodium (NaHP0 4 ). Les phases 
aqueuses sont extraites avec du diethylether et les phases organiques sont 
successivement lavees par une solution de carbonate de sodium, de la saumure, puis 

25 sechees sur sulfate de magnesium. Le produit obtenu apres evaporation sous vide a sec 
est purifie par chromatographic moyenne pression dans un melange heptane/acetate 
d'ethyle 7:3. Le rendement est de 53 %. 
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*H RMN (CDCfe) : 5 (ppm) 1,26 (m, 12H, (CH 2 )i 0 ), 1,59 (m, 4H, H-2 et H-13), 
2,01, 2,05, 2,12 et 2,17 (s, 3H, OCOCH 3 ), 2,29 (t, 2H, J= 7,62 Hz, H-14), 3,40 (m, 
1H, J= 7,89 Hz, H-la), 3,66 (m, 1H, J= 7.89 Hz, H-lb), 3,67 (s, 3H, H-16), 3,97-4,05 
(m, 2H, H-4' et H-5'), 4,1 (dd, 1H, J= 5,57 Hz et 12,32 Hz, H-6'a), 4,29 (dd, 1H, J= 
5 5,57 Hz et 12,32 Hz, H^), 4,8 (d, 1H, J= 1,85 Hz, H-1% 5,23 (dd, 1H, J= 1,85 Hz 
et 3,23 Hz, H-2 1 ), 5,35 (dd, 1H, J= 9,97 Hz et 3,23 Hz, H-3'). 

c) Svnthese du 1 Wpentadecan-15-oate de methyll-B-D-mannopyrannose 

On traite 3,63 g de produit obtenu a l'etape precedente (6,01 mmol) en solution dans 
12 cm 3 de methanol par 3 cm 3 de methylate de sodium 2N (6,01 mmol). Lorsque la 
10 reaction terminee, on neutralise cette derniere avec de TAmberlite IR120 (1 equivalent 
poids/volume), on filtre et on evapore a sec sous vide. 

!H RMN (CDCb) : 5 (ppm) 1,28 (m, 12H, (CH 2 )io), 1,59 (m, 4H, H-2 et H-13), 
2,34 (t, 2H, J= 7,62 Hz, H-14), 3,41 (m, 1H, J= 6,71 Hz, H-la), 3,74 (m, 1H, J= 6,71 
Hz, H-lb), 3,67 (s, 3H, H-16), 3,5-3,82 (m, 6H, H-2\ H-3\ H-4 1 , H-5 1 et H-6'), 4,75 
15 (d, 1H, J= 1,72 Hz, H-l*). 

d) Svnthese du lMpentadecan-15-oate de methvll^^^a'^'^^-tetra-O-benzvl-B- 
D-mannopyrannose 

A 2 g (4,56 mmol) de produit obtenu a Tetape precedente c) en solution dans 20 cm 3 
de dimethylformamide (DMF) anhydre, on ajoute successivement 4,54 g dModure de 

20 potassium (27,36 mmol), 1,09 g d'hydrure de sodium 60% (27,36 mmol) et 3,25 cm 3 
de bromure de benzyle (27,36 mmol). Apres 12 heures, on ajoute 18,24 cm 3 d'une 
solution saturee de chlorure d'ammonium, et on laisse agir pendant 10 minutes. Puis, 
on dilue avec de l'eau et on extratt la phase organique par de Tacetate d'ethyle. Celle- 
ci est ensuite lavee avec de l'eau et de la saumure, et est finalement sechee par du 

25 sulfate de magnesium. On effectue par ailleurs un lavage supplemental par une 
solution saturee de thiosulfate de sodium afin d'eliminer les ions iodures. On evapore 
sous vide et on purifie Phuile resultante dans un melange heptane/acetate d'ethyle 9:1. 
Le produit est obtenu avec un rendement de 60 %. 
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lH RMN (CDCfe) : d (ppm) 1,28 (m, 14H, (CH 2 )i 0 ), 1,49 (m, 2H, H-2), 1,59 (m, 
2H, H-13), 2,31 (t, 2H, J= 7,62 Hz, H-14), 3,34 (m, 1H, J= 6,71 Hz, H-la), 3,63 (m, 
1H, J= 6,71 Hz, H-lb), 3,67 (s, 3H, H-16), 3,75 (m, 1H, J= 8,97 Hz et 6,21 Hz, H-5*), 
3,78 (s, 2H, CH 2 C6H6), 3,90 (dd, 1H, J= 6,21 Hz et J= 11,82 Hz, H-6'a), 3,97 (dd, 
1H, J= 6,21 Hz et J= 11,82 Hz, H-6*b), 4,07 (s, 2H, CH 2 C6H6), 4,52 (dd, J= 2,91 Hz 
et 7,83 Hz, H-3'), 4,57 (s, 2H, CH 2 C 6 H6), 4,63 (s, 2H, CH 2 C6H 6 ), 4,69 (dd, 1H, J= 
2,52 Hz et 2,91 Hz, H-2'), 4,74 (1H, J= 2,52 Hz, H-l 1 ), 4,85 (dd, 1H, J= 7,83 Hz et 
8,97 Hz, H-4'), , 7,35 (m, 18H, CgHg). 

e) Svnthese du l , -rpentadecan-lS-oiaueT-2 , .3 , .4'.<; , -tetra-0-benzvl-fi-D- 
mannopyrannose 

A 0,50 g (0,73 mmol) de produit obtenu a 1'etape precedente d) en solution dans 7 cm 3 
de methanol, on ajoute 4,68 cm 3 d'une solution de soude 25 %. Le melange reactionnel 
est chauffe a reflux pendant 30 minutes. Puis, on neutralise le melange a froid avec une 
solution d'acide chlorhydrique 5 %. On extralt la phase organique par de l'acetate 
d'ethyle, et on evapore a sec sous vide. La purification se fait dans un melange 
heptane/acetate d'ethyle 4:6. Le produit est obtenu avec un rendement de 62 %. 

*H RMN (CDCfe) : d (ppm) 1,28 (m, 14H, (CH 2 )i 0 ), 1,49 (m, 2H, H-2), 1,59 (m, 
2H, H-13), 2,34 (t, 2H, J= 7,62 Hz, H-14), 3,34 (m, 1H, J= 6,71 Hz, H-la), 3,63 (m, 
1H, J= 6,71 Hz, H-lb), 3,75 (m, 1H, J= 8,97 Hz et 6,21 Hz, H-5'), 3,78 (s, 2H, 
CH 2 C6H6), 3,90 (dd, 1H, J= 6,21 Hz et J= 11,82 Hz, H-6'a), 3,97 (dd, 1H, J= 6,21 
Hz et J= 1 1,82 Hz, H-6'b), 4,07 (s, 2H CH 2 C6H6), 4,52 (dd, J= 2,91 Hz et 7,83 Hz, 
H-3'), 4,57 (s, 2H, CH 2 C6H6), 4,63 (s, 2H, CH 2 C6H6), 4,69 (dd, 1H, J= 2,52 Hz et 
2,91 Hz, H-2'), 4,74 (1H, J= 2,52 Hz, H-l'), 4,85 (dd, 1H, J= 7,83 Hz et 8,97 Hz, H- 
4'), , 7,35 (m, 18H, C^). 

f> Svnthese du l , -rpentadecan-15-carbamovl-16-octadecvn-2'3 , .4 , .6 > -tetra-Q- 
benzvl-B-D-mannopyrannose 

A 0,29 g (0,37 mmol) d'une solution de produit obtenu a 1'etape precedente e), en 
solution dans 5 cm 3 de chloroforme, on ajoute successivement du 0,23 g de BOP 



26 

(0,52 mmol), 0,21 cm 3 de diisopropylethylamine (1,48 mmol) et 0,12 g 
d'octadecylamine (0,44 mmol). Lorsque la reaction est achevee, on dilue par du 
dichloromethane et on effectue un lavage par de 1'eau. Puis, on seche par du sulfate de 
magnesium et on evapore a sec sous vide. Le produit obtenu est purifie par 
chromatographie moyenne pression dans un melange heptane/acetate d'ethyle 6:4. Le 
produit est obtenu avec un rendement de 98 %. 

!H RMN (CDC1 3 ) : 5 (ppm) 0,88 (t, 3H, J= 6,36 Hz, H-33), 1,27 (m, 14H, 
(CH 2 ) 2 5)> 1,47 (m, 4H, H-2 et H-17), 1,58 (m, 2H, H-13), 2,13 (t, 2H, J= 7,92 Hz, 
H-14), 3,23 (m, 2H, H-16), 3,34 (m, 1H, J= 6,71 Hz, H-la), 3,63 (m, 1H, J= 6,71 Hz, 
H-lb), 3,75 (m, 1H, J= 8,97 Hz et 6,21 Hz, H-5'), 3,78 (s, 2H, CH 2 C6H 6 ), 3,90 (dd, 
1H, J= 6,21 Hz et J= 1 1,82 Hz, H-6'a), 3,97 (dd, 1H, J= 6,21 Hz et J= 1 1,82 Hz, H- 
6-b), 4,07 (s, 2H, CH 2 C6H 6 ), 4,52 (dd, J= 2,91 Hz et 7,83 Hz, H-3'), 4,57 (s, 2H, 
CH 2 C6H6), 4,63 (s, 2H, CH 2 C6H6), 4,69 (dd, 1H, J= 2,52 Hz et 2,91 Hz, H-2'), 
4,74 (1H, J= 2,52 Hz, H-l'), 4,85 (dd, 1H, J= 7,83 Hz et 8,97 Hz, H-4 1 ), 5,37 (bande, 
1H, HNCO), 7,35 (m, 18H, C^). 

g) Svnthese du l'-f pentadecan-15-amino-16-octadecvll-2' < 3 , .4 , .6 , -tetra-Q- 

benzvl-B-D-mannopvrannose 

A 0,77 g (0,75 mmol) de produit obtenu a l'etape precedente f), dans 15 cm 3 de 
tetrahydrofuranne (THF) anhydre, on ajoute 0,056 g d'hydrure de lithium aluminium 
AlLiH, (1,50 mmol). On chauffe a reflux pendant 10 heures. Puis, le melange 
reactionnel est refroidi dans un bain de glace et on ajoute 56 ul d'eau, puis 1 12 ul de 
soude 2N apres 10 minutes, et enfin encore 56 ul d'eau 10 minutes plus tard. On filtre 
et on evapore a sec sous vide. Le produit obtenu est purifie dans un melange de 
dichloromethane/methanol/ammoniac 28 % 9:2:0,5. Le produit est obtenu avec un 
rendement de 86 %. 

lH RMN (CDCfe) : 5 (ppm) 0,88 (t, 3H, J= 6,36 Hz, H-33), 1,27 (m, 14H, 
(CH 2 ) 2 5). 1,4-1,6 (m, 9H, H-2, H-17, H-14, H-17etNH), 2,57 (t, 4H, J= 7,92 Hz, H- 
15 et H-16), 3,34 (m, 1H, J= 6,71 Hz, H-la), 3,63 (m, 1H, J= 6,71 Hz, H-lb), 3,75 
(m, 1H, J= 8,97 Hz et 6,21 Hz, H-5*), 3,78 (s, 2H, CH 2 C6H6), 3,90 (dd, 1H, J= 6,21 
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Hz et J= 1 1,82 Hz, H-6'a), 3,97 (dd, 1H, J= 6,21 Hz et J= 11,82 Hz, H-6T>), 4,07 (s, 
2H, CH 2 C6H 6 ), 4,52 (dd, J= 2,91 Hz et 7,83 Hz, H-3'), 4,57 (s, 2H, CH 2 C6H6), 
4,63 (s, 2H, CH 2 C6H6), 4,69 (dd, 1H, J= 2,52 Hz et 2,91 Hz, H-2 1 ), 4,74 (1H, J= 
2,52 Hz, H-l'), 4,85 (dd, 1H, J= 7,83 Hz et 8,97 Hz, H-4'), 7,35 (m, 18H, C6H 6 ). 

5 h) Svnthese du r-r-(3-f4-f3-«ert-butoxvcarbonvl-amino-DroDvl-tert- 
butoxvcarbonvl-amino)-butvl-tert-butoxvcarbonyl-aminol-methvlene- 
carbamovl)-15-pentadecanvI-16-octadecvll-2%3%4 , ,6 , -tetra-Q-benzvl-B-D- 
mannopyrannose 

A 0,63 g (0,61 mmol) d'une solution de produit obtenu precedemment a letape g), 
10 dans 10 cm 3 de chloroforme, on ajoute successivement 0,38 g de BOP (0,85 mmol), 
0,425 cm 3 de diisopropylethylamine (2,44 mmol) et 0,48 g d'acide 3-[4-(3-tert- 
butoxycarbonyl-amino-propyl-tert-butoxycarbonyl-amino)-butyl-tert-butoxycarbonyl- 
amino]-acetique (FRM 375) (0,73 mmol). Au bout de 4 heures, on dilue par du 
dichloromethane et on effectue un lavage a l'eau. On seche par du sulfate de 
15 magnesium et on evapore a sec sous vide. Le produit obtenu est purifie par 
chromatographic moyenne pression dans un melange heptane/acetate d'ethyle 6:4. Le 
produit est obtenu avec un rendement de 80 %. 

*H RMN (CDC1 3 ) : 5 (ppm) 0,88 (t, 3H, J= 6,36 Hz, H-33), 1,27 (m, 14H, 
(CH 2 )25)> 1 . 4 " 1 ' 6 ( m » 17H > H " 2 » H " 17 > H -l 4 » H-l 7, H-37, H-40, H-41 et H-44),l,46 

20 (m, 36H, Boc), 2,8-2,9 (m, 6H, H-15, H-16 et H-35), 3,09-3 ,33 (m, 12H, H-36, H- 
38, H-39, H-42, H-43 et H-45), 3,34 (m, 1H, J= 6,71 Hz, H-la), 3,63 (m, 1H, J= 6,71 
Hz, H-lb), 3,75 (m, 1H, J= 8,97 Hz et 6,21 Hz, H-5'), 3,78 (s, 2H, CH 2 C6H6), 3,90 
(dd, 1H, J= 6,21 Hz et J= 1 1,82 Hz, H-6'a), 3,97 (dd, 1H, J= 6,21 Hz et J= 1 1,82 Hz, 
H-6*b), 4,07 (s, 2H, CH 2 C6H6), 4,52 (dd, J= 2,91 Hz et 7,83 Hz, H-3'), 4,57 (s, 2H, 

25 CH 2 C6H6), 4,63 (s, 2H, CH 2 C6H6), 4,69 (dd, 1H, J= 2,52 Hz et 2,91 Hz, H-2*), 
4,74 (1H, J= 2,52 Hz, H-l'), 4,85 (dd, 1H, J= 7,83 Hz et 8,97 Hz, H-4'), 7,35 (m, 
18H, C 6 H6). 
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D Svnthese du l M-(3-r4-f3-tert-butoyycarbonvI-amino-prnp y l-»«»r+. 

butoavcarbonvl-am inoVbutvl-teit-butorvcarbonvl-aminol-inethvlene- 
carbamovn-lS-Dentadecanvl-16-octadecyll-B-D-mannoDvrannose 

A 0,63 g (0,38 mmol) de produit obtenu a l'etape precedente h), dans 5 cm 3 de 
methanol, on ajoute 10 % de palladium sur charbon (0,027 g). La solution est agitee 
sous pression d'hydrogene a temperature ambiante. Au bout de 6 heures, on filtre puis 
on evapore a sec sous vide. La reaction est quantitative. 

lH RMN (CD 3 OD) : 5 (ppm) 0,88 (t, 3H, J= 6,36 Hz, H-33), 1,27 (m, 14H, 
(CH 2 )25)» 1,4-1,6 (m, 17H, H-2, H-17, H-14, H-17, H-37, H-40, H-41 et H-44),l,46 
(m, 36H, Boc), 2,8-2,9 (m, 6H, H-15, H-16 et H-35), 3,09-3,33 (m, 12H, H-36, H-38, 
H-39, H-42, H-43 et H-45), 3,34 (m, 1H, J= 6,71 Hz, H-la), 3,5-3,82 (m, 6H, H-2', 
H-3', H-4', H-5' et H-6'), 3,63 (m, 1H, J= 6,71 Hz, H-lb), 4,72 (1H, J= 2,52 Hz, H- 
1'). 

D Svnthese du l , -f- r3-r4-(3-amino-Dropvl-amino)-butvl-aminol-methvlene- 

carbamovl)-15-pen tadecanvl-16-octadecvll-B-D-mannopvrannose (compose 1) 

A 0,37 g (0,28 mmol) de produit obtenu a l'etape precedente i), on ajoute 21,50 cm 3 
de tetrahydrofiiranne (TFA) distille. Apres 1 heure, le melange reactionnel est 
concentre a froid et lyophilise. On verifie le degre de purete du produit en solution 
dans du methanol par CLHP comme decrit dans la partie "Materiel et Methodes". 

lH RMN (CD3OD) : 6 (ppm) 0,88 (t, 3H, J= 6,36 Hz, H-33), 1,27 (m, 14H, 
(CH 2 )25)> 1 > 4 " 1 ' 6 ( m > 17H, H-2, H-17, H-14, H-17, H-37, H-40, H-41 et H-44),l,46 
(m, 36H, Boc), 2,8-2,9 (m, 6H, H-15, H-16 et H-35), 2,92 (m, 2H, H-45), 2,92-3,17 
(m, 12H, H-36, H-38, H-39, H-42, H-43), 3,34 (m, 1H, J= 6,71 Hz, H-la), 3,5-3,82 
(m, 6H, H-2 1 , H-3', H-4', H-5' et H-6'), 3,63 (m, 1H, J= 6,71 Hz, H-lb), 4,72 (1H, J= 
2,52 Hz, H-l'). 
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Exemple 2 : synthese du l'-f'(3-[4-(3-amino-propyl-amino)-butyl-aminof- 
methylene-carbamoyl)-l 5-pentadecanyl-l 6-octadecyl]- a~L-6 '-desoxy-manno- 
hexopyrannose (compose 2) 

a) Svnthese du l-ol ventadecanoate de methyle 
5 A 10 g de pentadecalactone (41,60 mmol) dans 41,60 cfnde methanol, on ajoute 
6,66 cm 3 de methyl ate de sodium 2N (13,31 mmol) a 0°C. Apres 9 heures, on ajoute 
9,24 cm 3 d' acide acetique et on laisse agir pendant 15 minutes. Puis on evapore a sec 
sous vide la solution qui est ensuite reprise par du dichloromethane, et on effectue un 
lavage au bicarbonate de sodium. On seche la phase organique obtenue par du sulfate 
10 de magnesium et on evapore le solvant au rotavapor. La purification se fait dans un ^ 
melange hexane/acetate d'ethyle 6:4. On obtient le 1-ol-pentadecanoate de methyle 
avec un rendement de 80 %. 

RMN (CDCh) : d (ppm) 1,26 (m, 12H, (CH 2 )i 0 ), 1,5-1,6 (m, 4H, H-2 et H-13), 
2,30 (t, 2H, J= 7.60 Hz, H-14), 3,64 (t, 1H, J= 5,84 Hz, H-l), 3,67 (s, 3H, H-16). 

15 b) Synthese du V-fpentadecan-15-oate de methv\l-2* 3\4* -tri-O-acetyl- a-L-6 9 - 
desoxy-manno-hexoyyrannose 

A 0°C, on ajoute 2,49 cn? de chlorure d'etain (21,30 mmol) a 3,55 g de rharnnose 
peracetyle (10,65 mmol) dans 27 ci£de dichloromethane pendant 30 minutes. Puis on 
additionne 3,48 g de l-ol pent adecano ate de methyle precedemment obtenu (12,78 ^ 

20 mmol). Apres 2 heures, le melange reactionnel est dilue par de Tether ethylique et on 
verse dans une solution de phosphate de sodium (N^PO^. Les phases aqueuses sont 
extraites avec du diethylether et les phases organiques sont successivement lavees par 
une solution de carbonate de sodium, de la saumure, puis sechees par du sulfate de 
magnesium. Apres evaporation a sec sous vide, on purifie par chromatographic 

25 moyenne pression dans un melange heptane/ait ate d&thyle 7:3. Le produit est obtenu 
avec un rendement de 60 %. 

*H RMN (CDCIJ : d (p pm ) 1,20 (d, 3H, J= 6,45 Hz, H-6'), 1,26 (m, 12H, 
(CH 2 )io), 1,59 (m, 4H, H-2 et H-13), 1,98, 2,04 et 2,16 (s, 3H, OCOCH 3 ), 2,29 (t, 
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2H, J= 7,62 Hz, H-14), 3,40 (m, 1H, J= 6,71 Hz, H-la), 3,66 (m, 1H, J= 6,71 Hz, H- 
1b), 3,67 (s, 3H, H-16), 3,88 (m, 1H, J= 6,45 Hz et 9,97 Hz, H-5'), 4,70 (d, 1H, J= 
1,72 Hz, H-l'), 5,06 (dd, 1H, J= 9,97 Hz et 9,97 Hz, H-4'), 5,22 (dd, 1H, J= 1,72 Hz 
et 3,52 Hz, H-2'), 5,30 (dd, 1H, J= 3,52 Hz et 9,97 Hz, H-3'). 

5 c) Svn these du l '-lpentadecan-lS-oate de methvn-g-L-6'-desoxv-maiino- 
hexopyrannose 

On traite 5,08 g de produit obtenu a l'etape b) (9,34 mmol) en solution dans 20 cm 3 de 
methanol par 9,34 ml de methylate de sodium 2N (18,68 mmol). Lorsque la reaction 
est achevee, on neutralise le melange reactionnel avec de I'Amberlite IR120, on filtre et 
10 on evapore a sec sous vide. 

lH RMN (CDCfe) : 5 (ppm) 1,20 (d, 3H, J= 6,45 Hz, H-6'), 1,26 (m, 12H, 
(CH 2 )io), 1,59 (m, 4H, H-2 et H-13), 2,29 (t, 2H, J= 7,62 Hz, H-14), 3,40 (m, 1H, 
J= 6,71 Hz, H-la), 3,66 (m, 1H, J= 6,71 Hz, H-lb), 3,67 (s, 3H, H-16), 3,6-3,9 (m, 
4H, H-2 1 , H-3\ H-4' et H-S'), 4,70 (d, 1H, J= 1,72 Hz, H-l 1 ). 

15 d) Synthese du lMpentadecan-15-oate de methvl^2^3^4 , -tri-0-benzvl-a-L■6 , ^ 
desoxv-manno-hexopyrannose 

A 2,09 g (5,00 mmol) de produit obtenu a 1'etape precedente c), dans 30 cm 3 de 
dimethylformamide (DMF) anhydre, on ajoute successivement 3,32 g d'iodure de 
potassium (20,00 mmol), 0,80 g d'hydrure de sodium 60 % (20,00 mmol) et 2,38 cm 3 
20 du bromure de benzyle (20,00 mmol). Apres 12 heures, on ajoute 20 cm 3 d'une 
solution saturee de chlorure d'amrnonium et on laisse agir pendant 10 minutes. Puis, on 
dilue avec de l'eau et on extrait la phase organique par de l'acetate d'ethyle. Celle-ci 
est ensuite lavee avec de l'eau et de la saumure, avant d'etre finalement sechee par du 
sulfate de magnesium. 

25 Par ailleurs, un lavage supplementaire par une solution saturee de thiosulfate de 
sodium est effectue afin d'eliminer les ions iodures. On evapore a sec sous vide et on 
purifie Thuile resultante dans un melange heptane/acetate d*ethyle 9:1. Le produit est 
obtenu avec un rendement de 60 %. 
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! H RMN (CDCfe) : 5 (ppm) 1,28 (m, 14H, (CH2)10), 1,33 (d, 3H, J= 6,21 Hz, H-6*), 
1,59 (m, 4H, H-2 et H-13), 2,31 (t, 2H, J= 7,62 Hz, H-14), 3,40 (m, 1H, J= 6,71 Hz, 
H-la), 3,65 (s, 2H, CH2C6H6), 3,66 (m, 1H, J= 6,71 Hz, H-lb), 3,67 (s, 3H, H-16), 
3,68 (m, 1H, J= 9,5 Hz et 6,21 Hz, H-5'), 3,99 (s, 2H, CH2C6H6), 4,02 (dd, 1H, J= 
5 8,96 Hz et 9,5 Hz, H-4 1 ), 4.32 (s, 2H, CH2C6H6), 4.57 (dd, 1H, J= 2,01 Hz et 3,02 
Hz, H-2'), 4,73 (1H, J- 2,01 Hz, H-l»), 4,82 (dd, J= 3,02 Hz et 8,96 Hz, H-3 1 ), 7,35 
(m, 18H, C6H6). 

e) Svnthese 8u l'-rpentaSecan-lS-oYquel-Z'^'^^tri-O-benzvl-g-L-S^Sesoxy- 
manno-hexopyrannose 

10 A 0,50 g (0,73 mmol) d'une solution de produit obtenu a l'etape precedente d), dans 
7 cm 3 de methanol, on ajoute 4,68 ml de soude 25 %. Le melange reactionnel est 
chauffe a reflux pendant 30 minutes. Puis, on neutralise le melange a froid avec une 
solution d'acide chlorhydrique 5 %. On extralt la phase organique par de Tacetate 
d'ethyle et on evapore a sec sous vide. La purification se fait dans un melange 

15 heptane/acetate d'ethyle 4:6. Le produit est obtenu avec un rendement de 72 %. 

a H RMN (CDC13) : 8 (ppm) 1,28 (m, 14H, (CH2)10), 1,33 (d, 3H, J= 6,21 Hz, H- 
6 1 ), 1,59 (m, 4H, H-2 et H-13), 2,34 (t, 2H, J= 7,62 Hz, H-14), 3,40 (m, 1H, J= 6,71 
Hz, H-la), 3,65 (s, 2H, CH2C6H6), 3,66 (m, 1H, J= 6,71 Hz, H-lb), 3,68 (m, 1H, J= 
9,5 Hz et 6,21 Hz, H-5 1 ), 3,99 (s, 2H, CH2C6H6), 4,02 (dd, 1H, J= 8,96 Hz et 9,5 
20 Hz, H-4 f ), 4.32 (s, 2H, CH2C6H6), 4.57 (dd, 1H, J= 2,01 Hz et 3,02 Hz, H-2 f ), 4,73 # 
(1H, J= 2,01 Hz, H-l # ), 4,82 (dd, J= 3,02 Hz et 8,96 Hz, H-3 1 ), 7,35 (m, 18H, C6H6). 

O Svnthese 5u l , -fpenta5ecan-15-carbamovl-16-octa8ecyll-2 > 3 , ,4 , -tri-0-benzvl- 
q-L-6 > -5esoxy-manno-hexopvrannose 

A 0,70 g (1,04 mmol) d'une solution de produit precedemment obtenu a Tetape e), 
25 dans 13 cm 3 de chloroforme, on ajoute successivement 0,69 g de BOP (1,56 mmol), 
0,72 cm 3 de diisopropylethylamine (4,16 mmol) et 0,34 g d'octadecylamine 
(1,25 mmol). Lorsque la reaction est terminee, on diiue par du dichloromethane, on 
effectue un lavage a Peau, on seche sur sulfate de magnesium, et on evapore a sec 
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sous vide. Le produit obtenu est purine par chromatographic moyenne pression dans 
un melange heptane/acetate d'ethyle 6:4. Le produit est obtenu avec un rendement de 
84 %. 

'H RMN (CDCfe) : 5 (ppm) 0,88 (t, 3H, J= 6,36 Hz, H-33), 1,27 (m, 14H, (CH2)25), 
5 1,33 (d, 3H, J= 6,21 Hz, H-6'), 1,47 (m, 4H, H-2 et H-17), 1,58 (m, 2H, H-13), 2,13 
(t, 2H, J= 7,92 Hz, H-14), 3,23 (m, 2H, H-16), 3,40 (m, 1H, J= 6,71 Hz, H-la), 3,65 
(s, 2H, CH2C6H6), 3,66 (m, 1H, J= 6,71 Hz, H-lb), 3,68 (m, 1H, J= 9,5 Hz et 6,21 
Hz, H-5'), 3,99 (s, 2H, CH2C6H6), 4,02 (dd, 1H, J= 8,96 Hz et 9,5 Hz, H-4'), 4.32 (s, 
2H, CH2C6H6), 4.57 (dd, 1H, J= 2,01 Hz et 3,02 Hz, H-2'), 4,73 (1H, J= 2,01 Hz, H- 
10 1'), 4,82 (dd, J= 3,02 Hz et 8,96 Hz, H-3'), 5,37 (bande, 1H, HNCO), 7,35 (m, 18H, 
C6H6). 

g) Synthese du lMpentadecan-15-amino-16-octadecvll-2\3M'-tri-0-benzvl-ct- 
L-6 , -desoxv-manno-hexopyrannose 

A 0,81 g (0,86 mmol) de produit obtenu a l'etape precedente f), dans 15 cm 3 de 
15 tetrahydrofuranne (THF) anhydre, on ajoute 0,065 g d'hydrure de lithium; aluminium 
AlLiH4 (1,72 mmol), et on chauffe a reflux pendant 10 heures. Puis, le melange 
reactionnel est refroidi dans de un bain de glace et on ajoute 65 ul d'eau, puis 130 ul 
de soude 2N au bout de 10 minutes, et enfin a nouveau 65 jol d'eau apres 10 minutes. 
On filtre et on evapore a sec sous vide. La purification se fait dans un melange 
20 dichloromethane/methanol/ammoniac 28% 9:2:0,5. Le produit est obtenu avec un 
rendement de 93 %. 

J H RMN (CDC1 3 ) : 6 (ppm) 0,88 (t, 3H, J= 6,36 Hz, H-33), 1,27 (m, 14H, (CH2)25), 
1,33 (d, 3H, J= 6,21 Hz, H-6'), 1,4-1,6 (m, 9H, H-2, H-17, H-14, H-17et NH), 2,57 
(t, 4H, J= 7,92 Hz, H-15 et H-16), 3,40 (m, 1H, J= 6,71 Hz, H-la), 3,65 (s, 2H, 
25 CH2C6H6), 3,66 (m, 1H, J= 6,71 Hz, H-lb), 3,68 (m, 1H, J= 9,5 Hz et 6,21 Hz, H- 
5 1 ), 3,99 (s, 2H, CH2C6H6), 4,02 (dd, 1H, J= 8,96 Hz et 9,5 Hz, H-4'), 4.32 (s, 2H, 
CH2C6H6), 4.57 (dd, 1H, J= 2,01 Hz et 3,02 Hz, H-2'), 4,73 (1H, J= 2,01 Hz, H-l'), 
4,82 (dd, J= 3,02 Hz et 8,96 Hz, H-3'), 7,35 (m, 18H, C6H6). 
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h) Synthese du r-r-(3-f4-(3-tert-butoxycarbonyl-amino-proDvl-tert- 
butoxvcarbonvl-amino)-butvl-tert-butoxvcarb^ 
carbamoylM5-pentadecanvl-16-octadecvl1-2%3^^^ 
manno-hexopyrannose 

A 0,78 g (0,86 mmol) d'une solution de produit obtenu a l'etape precedente g), en 
solution dans 7 cm 3 de chloroforme, on ajoute successivement 0,53 g de BOP 
(1,20 mmol), 0,30 cm 3 de diisopropylethylamine (1,72 mmol) et 0,62 g de FRM 375 
(0,95 mmol). Apres 4 heures, on dilue avec du dichloromethane, on effectue un lavage 
a Peau, on seche sur sulfate de magnesium, et on evapore a sec sous vide. Le produit 
obtenu est purifie par chromatographic "flash" dans un melange heptane/acetate 
d'ethyle 6:4. Le produit est obtenu avec un rendement de 72 %. 

J H RMN (CDCfe) : 5 (ppm) 0,88 (t, 3H, J= 6,36 Hz, H-33), 1,27 (m, 14H, (CH2)25), 
1,33 (d, 3H, J= 6,21 Hz, H-6'), 1,4-1,6 (m, 17H, H-2, H-17, H-14, H-17, H-37, H-40, 
H-41 et H-44),l,46 (m, 36H, Boc), 2,8-2,9 (m, 6H, H-15, H-16 et H-35), 3,09-3 ,33 
(m, 12H, H-36, H-38, H-39, H-42, H-43 et H-45), 3,40 (m, 1H, J= 6,71 Hz, H-la), 
3,65 (s, 2H, CH2C6H6), 3,66 (m, 1H, J= 6,71 Hz, H-lb), 3,68 (m, 1H, J= 9,5 Hz et 
6,21 Hz, H-5'), 3,99 (s, 2H, CH2C6H6), 4,02 (dd, 1H, J= 8,96 Hz et 9,5 Hz, H-4'), 
4.32 (s, 2H, CH2C6H6), 4.57 (dd, 1H, J= 2,01 Hz et 3,02 Hz, H-2'), 4,73 (1H, J= 
2,01 Hz, H-l 1 ), 4,82 (dd, J= 3,02 Hz et 8,96 Hz, H-3')> 7,35 (m, 18H, C6H6). 

i) Synthese du l , -f-(3-r4-(3-tert-butoxycarbonvl-amino-propYl-tert- 
butoxvcarbonyl-aminoVbutyl-tert-butoxycarbonyl-aminol-methylene-carba- 
moylV15-pentadecanyl-16-octadecyl1-a-L-6 , -deso^v-manno-hexopYrannose 

A 0,74 g (0,48 mmol) de produit obtenu a Tetape precedente h), en solution dans 
10 cm 3 de methanol, on ajoute 10 % (0,034 g) de palladium sur charbon. La solution 
est agite sous pression d'hydrogene a temperature ambiante. Apres 4 heures, on filtre 
puis on evapore a sec sous vide. La reaction est quantitative. 

! H RMN (CD3OD) : 8 (ppm) 0,88 (t, 3H, J= 6,36 Hz, H-33), 1,20 (d, 3H, J= 6,45 
Hz, H-6'), 1,27 (m, 14H, (CH2)25), 1,4-1,6 (m, 17H, H-2, H-17, H-14, H-17, H-37, 
H-40, H-41 et H-44),l,46 (m, 36H, Boc), 2,8-2,9 (m, 6H, H-15, H-16 et H-35), 3,09- 
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3 ,33 (m, 12H, H-36, H-38, H-39, H-42, H-43 et H-45), 3,40 (m, 1H, J= 6,71 Hz, H- 
la), 3,66 (m, 1H, J= 6,71 Hz, H-lb), 3,6-3,9 (m, 4H, H-2\ H-3', H-4' et H-S'), 4,73 
(1H, J=2,01Hz,H-l'). 

ft Svnthese du l , "f-f3-[4-(3-amino-propyl-aniino)-butyl-amino1-methylene- 
5 carbamoyl)-! 5--peritadecanvl-16-octadecvll-a-L-6 , -deso3:v-manno-hexopvran- 
nose (compose 2) 

A 0,40 g (0,3 1 mmol) de produit obtenu a Petape precedente i), on ajoute 24 cm 3 de 
tetrahydrofuranne (TFA) distille. Apres 1 heure, le melange reactionnel est evapore 
sous vide a froid et a sec, puis est lyophilise. On verifie le degre de purete du produit 

10 en solution dans du methanol par CLHP. 

'H RMN (CD 3 OD) : 5 (ppm) 0,88 (t, 3H, J= 6,36 Hz, H-33), 1,20 (d, 3H, J= 6,45 
Hz, H-6 1 ), 1,27 (m, 14H, (CH2)25), 1,4-1,6 (rn, 17H, H-2, H-17, H-14, H-17, H-37, 
H-40, H-41 et H-44), 2,8-2,9 (m, 6H, H-15, H-16 et H-35), 2.92 (m, 2H, H-45), 
2,92-3,17 (m, 12H, H-36, H-38, H-39, H-42, H-43), 3,40 (m, 1H, J= 6,71 Hz, H-la), 

15 3,66 (m, 1H, JM 6,71 Hz, H-lb), 3,6-3,9 (m, 4H, H-2 1 , H-3', H-4 f et H-5'), 4,73 (1H, 
J=2,01 Hz, H-l 1 ). 



B\ UTILISATION PES AGENTS DE TRANSFERT SELON L'INVENTION 

Exemple 3 : preparation de complexes agent de transfert/acide nucleique avec le 
compose 2 et mesure de leur taille 

Cet exemple illustre la preparation de complexes entre un agent de transfert selon 
Pinvention et un acide nucleique, leur taille ayant ensuite ete mesuree. 

Le glycolipide utilise dans cet exemple et dans les exemples qui suivent est le 
compose 2 , en solution dans du chloroforrne, a une concentration de 10 mg/ml. Dans 
certains cas, un co-lipide neutre, cholesterol ou DOPE, a ete prealablement melange au 
25 compose 2. 

La solution lipidique est preparee de la fafon suivante : un echantillon de quantite 
desiree est preleve, le solvant est evapore sous flux d'argon et on laisse secher pendant 
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1 heure. Puis, le lipide est rehydrate avec une solution contenant du dextrose 5% et 
lOmM de chlorure de sodium pendant toute une nuit a 4°C. Le jour suivant, les 
solutions lipidiques sont chauffees a 60°C pendant 5 minutes puis passees aux ultra- 
sons pendant 1 minute. L'operation est repetee jusqu'a ce que la taille des particules 
lipidiques soit stable. 

L'ADN utilise est le plasmide pXL3031 (figure 1) en solution dans un melange de 
dextrose 5% et de chlorure de sodium 10 mM a une concentration de 0,5 mg/ml ou de 
1,0 mg/ml. Ce plasmide contient le gene luc codant pour la luciferase sous controle du 
promoteur P/E CMV du cytomegalovirus. Sa taille est de 3671 bp. Le schema de ce 
plasmide est representee a la figure 1. Le plasmide pXL3031 a ete purifie selon les 
methodes decrites dans la demande de brevet WO 97/35002. 

Les complexes compose 2/ADN sont prepares en melangeant rapidement des volumes 
appropries de solution d'ADN plasmidique et de compose 2 (selon le rapport de 
charges desire), a temperature ambiante. La quantite d'agent transfectant varie entre 
0,25 nmoles/jig d'ADN et 12 nmoles/^ig d'ADN. 

La taille des complexes a ete analysee en mesurant le diametre hydrodynamique par 
diffusion dynamique de la lumiere (Dynamic Laser Light Scattering) a l'aide d'un 
appareil Coulter N4Plus. Les echantillons sont dilues 20 fois dans une solution 
contenant 5% de dextrose et 20 mM de chlorure de sodium pour eviter les diffusions 
multiples. 

A un rapport de 3 nmoles de lipide/^g d'ADN, les resultats suivants ont ete obtenus : 





Taille en nm 


Micelles 


130 nm 


formulation avec du Cholesterol 


153 nm 


Formulation avec de la DOPE 


137 nm 



Le terme "micelles" indique que le compose 2 a ete utlise seul, c'est-a-dire sans ajout 
de co-lipide neutre, et il forme done une solution micellaire. 



% 
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Ce tableau montre que les complexes obtenus ont une taille comprise entre 130 nm et 
150 nm environ, ce qui est compatible avec une utilisation pharmaceutique, notamment 
en injection. 

Exemple 4 : Comportement des complexes formes a partir du compose 2 a 
differents rapports de charge 

Cet exemple illustre le comportement des complexes agent de transfert selon 
Finvention/acide nucleique lorsqu'on fait varier le rapport de charge. L'impact de l'ajout 
d'un co-lipide (cholesterol ou DOPE) est egalement illustre. 

De fa$on classique, on distingue 3 phases physico-chimiques lorsqu'on augmente le 
rapport de charges agents de transfert/ADN (B. Pitard et al., Virus-sized self- 
assembling lamellar complexes between plasmid DNA and cationic micelles promote 
gene transfer, PNAS, Vol. 94, pp. 14412-14417, 1997). Ces trois phases determined 
le potentiel therapeutique de l'agent de transfert. 

A faible rapport de charge, FADN n'est pas sature par l'agent de transfert. II 
reste encore de FADN non-complexe, et les complexes sont globalement charges 
negativement et de petite taille. Cette phase, stable, est appelee "Phase A". 
Le fait que l'ADN ne soit pas completement sature par l'agent de transfert signifie que 
FADN n'est pas completement protege. L'ADN peut done etre soumis aux 
degradations par les enzymes. Par ailleurs, les complexes etant globalement negatifs, le 
passage de la membrane cellulaires est difficile. Pour ces raisons, les complexes 
nucleolipidiques de la phase A sont relativement inactifs. 

A rapport de charge intermediaire, l'ADN est completement sature par l'agent 
de transfert, et les complexes sont globalement neutres ou legerement positifs. Cette 
phase est instable car les repulsions ioniques sont minimales et un phenomene de 
25 "crosslinking" (reticulation) peut se produire. La taille des particules est bien au dessus 
de la limite de detection par difiusion dynamique de la lumiere (tres superieure a 3 
nm). Cette phase instable est appelee "phase B". Une telle taille de complexes n'est pas 
adaptee pour des utilisations en injection, bien que cela ne signifie pas que les 
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complexes soient inactifs dans la phase B : ils sont seulement sous une formulation qui 
n'est pas appropriee pour leur injection dans un but pharmaceutique. 

A rapport de charge plus eleve, I'ADN est sur-sature par Tagent de transfert, et 
les complexes sont globalement positifs. Du fait des fortes repulsions entre les charges 
positives, cette phase est stable. Elle est designee sous le nom de "phase C". 
Contrairement a la phase A, les complexes obtenus sont sous une forme telle que 
l'ADN est tres bien protege vis-a-vis des enzymes, et leur charge globalement positive 
facilite le passage de la membrane cellulaire de nature anionique. Les complexes de la 
phase C sont done particulierement adaptes a une utilisation pour le transfert d'acides 
nucleiques dans les cellules. 



Ces 3 zones A, B et C ont ete egalement mises a jour avec le compose 2 selon 
1'invention comme agent de transfert : 



Rapport de 
charges 


0,25 


0,5 


0,75 


1 


1,5 


2 


3 


4 


6 


8 


10 


12 


Micelles 


A 


A 


B 


B 


B 


B 


C 


c 


c 


C 


c 


c 


+ Cholesterol 


A 


A 


B 


B 


B 


C 


C 


c 


c 


C 


c 


c 


+ DOPE 


A 


A 


B 


B 


B 


C 


c 


c 


c 


C 


c 


c 



Comme le montre le tableau ci-dessus, la zone B, qui est la zone d'instabilite, est 
particulierement petite et se situe a des rapports de charge tres faibles. La zone C 
commence des 2 nmoles de Iipide/ng d'ADN lorsque le compose 2 est utlise 
conjointement a un co-lipide (Cholesterol ou DOPE), et a partir de 3 nmoles de 
lipide/^ig d'ADN lorsque le compose est utlise seul. Comme cela a ete precise 
precedemment, e'est dans cette zone qu'il est particulierement avantageux de se placer 
pour une utilisation pharmaceutique. 

Ainsi, le compose 2 est un agent de transfert particulierement avantageux car il est 
stable a de faibles rapports de charge, ce qui permet de former des complexes stables 
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avec de faibles quantites de glycosides, avec les consequences benefiques qui en 
decoule sur le plan de la toxicite. 

Exemple 5 : utilisation du compose 2 pour le transfer* in vitro d'ADN 

Cet exemple illustre la capacite des agents de transfert selon Pinvention a transfecter 
l'ADN dans les cellules in vitro, a differents rapports de charge, en l'absence et en 
presence d'un co-Iipide neutre (cholesterol ou DOPE). 

Des microplaques de 24 puits sont ensemencees avec 60000 cellules HeLa par 
puit, et sont mises en croissance une nuit. Le nombre de cellules apres une nuit, et 
done au moment de la transfection, est de 100000 cellules par puit. 

Chaque puit est mis en contact avec les complexes formes avec le compose 2 et 
contenant 1 ^xg d'ADN plasmidique dans 0,5 ml de milieu de culture DMEM 
(Gibco/BRL sans serum.. Les cellules sont incubees a 37°C pendant 5 heures. Le 
milieu contenant les complexes est ensuite enleve et remplace par un milieu de culture 
DMEM et 10% de serum de veau foetal. Puis, les cellules sont a nouveau mises en 
culture pendant 24 heures. Enfin, les cellules sont lysees et testees en utilisant un kit de 
test de luciferase (Promega) et un luminometre Dynex MLX. 

Les resultats obtenus sont indiques sur Thistogramme de la figure 2. L'efficacite du 
transfert est representee par Texpression de la luciferase en pg/puit. On constate que la 
transfection maximale est de 500 pg/puit environ. 

En conclusion, cet exemple montre clairement qu'il est possible d'utiliser le compose 2 
selon Tinvention pour former des complexes susceptible de promouvoir le transfert de 
TADN dans les cellules in vitro. 

Exemple 6 : utilisation du compose 2 pour le transfert in vivo d'ADN 

Cet exemple illustre la capacite des agents de transfert selon Tinvention a transfecter 
TADN dans les cellules in vivo. 

Le transfert de gene in vivo a ete effectue sur des souris Balb/C par administration 
intratracheale, intraveineuse et intramusculaire. 
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Dans le cas des injections intramusculaires, chaque souris a recu 30 ul de formulation 
contenant 15 ug d'ADN plasmidique dans le muscle anterieur du tibia. Les tissus sont 
recuperes 7 jours apres l'injection, Us sont congeles et stockes a -80°C en attendant 
d'effectuer les tests d'activite luciferase. 

Dans le cas des injections par voie intraveineuse, chaque souris a recu 200 ul de 
formulation contenant 50 ug d'ADN plasmidique. Les tissus sont recuperes 24 heures 
apres l'injection, puis sont congeles et stockes de la meme facon que precedemment. 
La figure 3 illustre l'activite des complexes formes avec le compose 2 pour le transfert 
de gene in vivo en intramusculaire. Ces resultats montrent clairement que la formation 
de complexes avec le compose 2 selon l'invention et de l'ADN permet de promouvoir 
le transfert dudit ADN dans les cellules in vivo. 

De la meme facon, on peut utiUser tout agent de transfert tel que defini dans la 
presente invention pour promouvoir le transfert d'ADN dans les cellules. 
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REVENDICATIONS 



1. Agents de transfert d'acides nucleiques caracterises en ce qu ! ils component une 
partie hydrophobe liee a au moins deux parties hydrophiles dont Tune au moins est un 
sucre. 

5 2. Agents de transfert d'acides nucleiques selon la revendication 1 de formule generate 



pour laquelle : 

- R represente un polycation, 

10 - Z represente un atorne d'hydrogene ou un atome de fluor, les differents Z etant 
independants les uns des autres, 

- x et y, independamment Tun de l'autre, representent un entier compris entre 10 et 22 
inclus, et 

- X et Y, independamment Tun de l'autre, representent un atome d'hydrogene, un 
15 groupement OAlk, Alk representant un alkyle droit ou ramifie contenant 1 a 4 atomes 

de carbone, un groupement amino, un sucre, un peptide, un oligonucleotide ou un 
marqueur, 

Tun au moins des substituants X et Y etant un sucre, 

le cas echeant sous leurs formes isomeres, ainsi que leurs melanges, ou leurs sels 
20 lorsqu'ils existent. 

3. Agents de transfert d'acides nucleiques selon la revendication 2 caracterises en ce 
que le ou les sucres sont des molecules de mono-, oligo- ou polysaccharide qui 
interagissent avec des recepteurs cellulaires. 



(I): 




(CZ 2 )— Y 
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4. Agents de transfer! d'acides nucleiques selon la revendication 3 caracterises en ce 
que ledit ou lesdits sucres sont le glucose, le mannose, le rhamnose, le galactose, le 
fructose, le maltose, le lactose, le saccharose, le sucrose, le fucose, le cellobiose, 
l'allose, le laminarabiose, le gentiobiose, le sophorose, ou le melibiose. 

5 5. Agents de transfert d'acides nucleiques selon la revendication 3 caracterises en ce 
que ledit ou lesdits sucres sont des sucres complexes. 

6. Agents de transfert d'acides nucleiques selon la revendication 2 caracterises en ce 
que ledit oligonucleotide est toute chaine contenant un ou plusieurs nucleotides, 
desoxynucleotides, ribonucleotides et /ou desoxyribonucleotides, eventuellement 

10 couplee a une ou plusieur molecules ayant des proprietes distinctes. 

7. Agents de transfert d'acides nucleiques selon la revendication 2 caracterises en ce 
que ledit peptide est toute chaine contenant un ou plusieurs acides amines lies entre 
eux par des liaisons de nature peptidique, eventuellement substitute par un ou 
plusieurs groupes aliphatiques qui peuvent etre satures ou insatures, et lineaires, 

1 5 ramifies ou cycliques. 

8. Agents de transfert d'acides nucleiques selon la revendication 2 caracterises en ce 
que ledit marqueur est tout agent permettant 1'identification par des techniques 
d'analyses comme la spectrometrie de fluorescence, la spectrometrie infrarouge ou la 
resonnance magnetique nucleaire. 

20 9. Agents de transfert d'acides nucleiques selon la revendication 2 caracterises en ce 
que le polycation R est une molecule hydrophile lineaire ou ramifiee polycationique 
susceptible de s'associer avec l'acide nucleique. 



10. Agents de transfert d'acides nucleiques selon la revendication 2 ou 9 caracterises 
en ce que le polycation R represente une polyamine de formule generate (II) : 
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dans laquelle : 

- Ri, R 2 et R 3 representent independamment les uns des autres un atome d'hydrogene 
ou un groupement (CH 2 ) q NR , R" avec q un nombre entier pouvant varier entre 1, 2, 3, 

5 4, 5 et 6 inclus, ceci de maniere independante entre les differents groupements R b R 2 
etR 3 , 

- R' et R" representent independamment Tun de l'autre un atome d'hydrogene ou un 
groupement (CH 2 ) q NH 2 avec q defini comme precedemment, et 

- m, n et p representent independamment les uns des autres un nombre entier pouvant 
10 varier entre 0, 1, 2, 3, 4, 5 et 6 inclus, avec lorsque n est superieur a 1, m pouvant 

prendre des valeurs differentes et R 3 des significations differentes au sein de la formule 
generale (II). 

11. Agent de transfert d'acides nucleiques selon la revendication 10 caracterises en ce 
que le polycation R represente la spermine ou la spermidine. 

15 12. Agents de transfert d'acides nucleiques selon la revendication 2 caracterises en ce 
que, dans la formule generale (I), Y represente un atome d'hydrogene et X represente 
un sucre. 

13. Agents de transfert d'acides nucleiques selon la revendication 1 1 caracterises en ce 
que en outre le polycation R represente une polyamine de formule generale (II) definie 

20 a la revendication 10. 

14. Agent de transfert selon la revendication 1 de formule : 



HO 




OH 



15. Agent de transfert selon la revendication 1 de formule : 




0 /(C 15 H 30 > 
(C 18 H 37 ) 



O 



H^CH^ — NH -(CHyj — NH-(CH 2 )5 NHj 



HO' 



OH 



OH 



16. Composition caracterisee en ce qu'elle contient un agent de transfert d'acides 
nucleiques tel que defini dans les revendications precedentes et un acide nucleique. 

17. Composition selon la revendication 16 caracterisee en ce que Facide nucleique est 
un acide desoxyribonucleique ou bien un acide ribonucleique. 

18. Composition selon la revendication 16 ou 17 caracterisee en ce que ledit acide 
nucleique comprend un ou plusieurs genes d*interet therapeutique sous controle de 
sequences de regulation. 

19. Composition selon les revendications 16 a 18 caracterisee en ce que ledit acide 
nucleique est un gene ou une sequence antisens. 

20. Composition selon la revendication 16 caracterisee en ce qu'elle contient en outre 
un ou plusieurs adjuvants. 

21. Composition selon la revendication 20 caracterisee en ce que l'adjuvant est un ou 
plusieurs lipides neutres. 

22. Composition selon la revendication 21 caracterisee en ce que les lipides neutres 
sont des lipides a deux chaines grasses. 



23. Composition selon les revendications 21 et 22 caracterisee en ce que les lipides 
neutres sont des lipides naturels ou synthetiques, zwitterioniques ou depourvus de 
charge ionique dans les conditions physiologiques, choisis par exemple parmi la 
dioleoylphosphatidylethanolamine (DOPE), l'oleylpalmitoylphosphatidylethanolamine 
(POPE), les di-stearoyl, -palmitoyl, -mirystoylphosphatidylethanolamines ainsi que 
leurs derives N-methyles 1 a 3 fois, les phosphatidylglycerols, les diacylglycerols, les 
glycosyldiacylglycerols, les cerebrosides (tels que notamment les galactocerebrosides), 
les sphingolipides (tels que notamment les sphingomyelins) ou encore les 
asialogangliosides (tels que notamment les asialoGMl et GM2). 

24. Composition selon la revendication 20 caracterisee en ce que ledit adjuvant est un 
compose intervenant directement ou non au niveau de la condensation de l'acide 
nucleique. 

25. Composition selon la revendication 24 caracterisee en ce que ledit adjuvant derive 
en tout ou en partie d'une protamine, d'une histone, ou d'une nucleoline et/ou de Tun 
de leur derives, ou bien est constitue, en tout ou en partie, de motifs peptidiques 
(KTPKKAKKP) et/ou(ATPAKKAA), le nombre des motifs pouvant varier entre 2 et 
10, et pouvant etre repetes de maniere continue ou non. 

26. Composition selon les revendications 16 a 25 caracterisee en ce qu'elle comprend 
un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation injectable. 

27. Composition selon les revendications 16 a 25 caracterisee en ce qu'elle comprend 
un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une application sur la peau et/ou les 
muqueuses. 

28. Utilisation d'un agent de transfert selon l'une des revendications 1 a 15 pour le 
transfert d'acides nucleiques dans les cellules. 

29. Utilisation d f un agent de transfert selon Tune des revendications 1 a 15 pour la 
preparation d'un medicament destine a traiter les maladies resultant d'une deficience en 
un produit proteique ou nucleique. 



30. Methode de transfert d'acides nucleiques dans les cellules caracterisee en ce qu'elle 
comprend les etapes suivantes : 

(1) la mise en contact de l'acide nucleique avec un agent de transfert tel que defini dans 
les revendications 1 a 14, pour former un complexe, et 

(2) la mise en contact des cellules avec le complexe forme en (1). 

31. Methode de transfert d'acides nucleiques dans les cellules selon la revendication 30 
caracterisee en ce que ledit agent de transfert et/ou ledit acide nucleique sont 
prealablement melanges a un ou plusieurs adjuvant(s) tels que definis precedemment. 
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23. Composition selon les revendications 21 et 22 caracterisee en ce que les lipides 
neutres sont des lipides naturels ou synthetiques, zwitterioniques ou depourvus de 
charge ionique dans les conditions physiologiques, choisis par exemple parmi la 
dioleoylphosphatidylethanolamine (DOPE), l'oleylpalmitoylphosphatidylethanolamine 
5 (POPE), les di-stearoyl, -palmitoyl, -mirystoylphosphatidylethanolamines ainsi que 
leurs derives N-methyles 1 a 3 fois, les phosphatidylglycerols, les diacylglycerols, les 
glycosyldiacylglycerols, les cerebrosides (tels que notamment les galactocerebrosides), 
les sphingolipides (tels que notamment les sphingomyelines) ou encore les 
asialogangliosides (tels que notamment les asialoGMl et,GM2). 

10 24. Composition selon la revendication 20 caracterisee en ce que ledit adjuvant est un 
compose intervenant directement ou non au niveau de la condensation de Tacide 
nucleique. 

25. Composition selon la revendication 24 caracterisee en ce que ledit adjuvant derive 
en tout ou en partie d'une protamine, d'une histone, ou d'une nucleoline et/ou de Tun 

15 de leur derives, ou bien est constitue, en tout ou en partie, de motifs peptidiques 
(KTPKKAKKP) et/ou(ATPAKKAA), le nombre des motifs pouvant varier entre 2 et 
1 0, et pouvant etre repetes de maniere continue ou non. 

26. Composition selon les revendications 16 a 25 caracterisee en ce qu f elle comprend 
un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation injectable. 

20 27. Composition selon les revendications 16 a 25 caracterisee en ce qu'elle comprend 
un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une application sur la peau et/ou les 
muqueuses. 

28. Utilisation d'un agent de transfert selon Tune des revendications 1 a 15 pour la 
fabrication d'un medicament. 

25 29. Utilisation d'un agent de transfert selon Tune des revendications 1 a 15 pour la 
preparation d ! un medicament destine a traiter les maladies resultant d'une deficience en 
un produit proteique ou nucleique. 



# 




30. Methode de transfert d'acides nucleiques in vitro ou ex vivo dans les cellules 
caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

(1) la mise en contact de l'acide nucleique avec un agent de transfert tel que defini dans 
les revendications 1 a 14, pour former un complexe, et 

5 (2) la mise en contact des cellules avec le complexe forme en (1). 

3 1 . Methode de transfert d'acides nucleiques in vitro ou ex vivo dans les cellules selon 
la revendication 30 caracterisee en ce que ledit agent de transfert et/ou ledit acide 
nucleique sont prealablement melanges a un ou plusieurs adjuvant(s) tels que definis 
precedemment. 
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